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Introduction 
1  Les leucémies aigues myéloïdes 
 
1.1 Informations générales 
 
Les leucémies aiguës myéloïdes et lymphoïdes représentent 10 à 15% des hémopathies 
malignes et sont considérées comme des cancers rares, avec une incidence de 6/100 000 
habitants/an (Maynadié et Troussard 2015). Les LAM ont une incidence stable autour de 2 à 3 
nouveaux cas/an pour 100 000 habitants par an, avec respectivement 2 000 et 18 300 nouveaux 
cas diagnostiqués en France et en Europe chaque année. Compte tenu de la survie des LAM, la 
prévalence est aux alentours de 11/100 000 habitants avec un nombre de cas en Europe 
d’environ 55 000. Les LAM sont des pathologies touchant préférentiellement le sujet âgé, avec 
un âge médian de 63 ans et une nette augmentation de l’incidence à partir de 60 ans (Figure 1).  
 
Figure 1 : Taux d’incidence standardisé sur la population mondiale des LAM selon l’âge en France en 2012 d’après 
(Maynadié et Troussard 2015) 
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Les LAM font partie des cancers dont le pronostic est le plus péjoratif (tous cancer 
confondus) avec une survie globale à 5 ans d’environ 20% tous types confondues (Figure 2) 
(Grosclaude et al. 2013). Il existe cependant une grande disparité entre les sous types de LAM 
et l’âge. A l’exception des LAM3 dont la survie à 5 ans approche les 70% grâce à l’introduction 
des rétinoïdes dans leur schéma thérapeutique, les LAM avec certaines anomalies 
cytogénétiques récurrentes (t(8:21)(q22;q22), inv(16)(p13;1q22), t(15;17)(q22;q12) ) 
présentent également un pronostic meilleur, aux environs de 60% à 5 ans. 
Figure 2 : Évolution de la survie nette à 5 ans : comparaison des périodes de diagnostic 1989-1991 et 2001-2004 (tous 
âges et tous sexes confondus) d’après (Grosclaude et al. 2013) 
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A l’opposé, les LAM avec dysplasie multilignée, ou secondaire à des hémopathies myéloïdes 
chroniques ont des taux de survie beaucoup plus bas, entre 2 et 15% (Maynadie et al. 2011). 
Cette survie diminue très rapidement dans la 1ère année suivant le diagnostic, soulignant 
l’importance d’une prise en charge rapide et agressive dès le début de la maladie. On observe 
également des différences très significatives de survie entre les sujets jeunes (entre 15 et 45 ans) 
et les sujets plus âgés (au-delà de 65 ans) avec des survies à 5 ans respectivement de 60% et 
10% (Figure 3). 
 
Figure 3 : Survie nette selon l’âge en fonction du temps depuis le diagnostic d’après (A Monnereau et al. 2016) 
Ces données épidémiologiques soulignent l’importance de la stratification dès le 
diagnostic des patients afin de positionner rapidement l’allogreffe pour les patients dont le 
pronostic est faible. D’autre part, l’exemple des LAM avec t(15 ;17) et de l’acide rétinoïque, à 
l’instar des inhibiteurs de tyrosine kinase dans la leucémie myéloïde chronique (LMC), montre 
l’impact considérable sur la survie de la découverte de traitement ciblant le mécanisme 
moléculaire directement à l’origine du clone leucémique.  
 
1.2 Diagnostic biologique 
 
Le diagnostic de leucémie aiguë myéloïde est établi par la présence de 20% ou plus de 
blastes dans la moelle osseuse ou le sang périphérique selon les recommandations de 
l’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) (Vardiman et al. 2009) (D. A. Arber et al. 2016). 
Toutefois, le diagnostic de LAM peut également être établi en présence d'un infiltrat tissulaire 
extra-médullaire ou de certaines anomalies cytogénétiques récurrentes (présence d’une 
translocation t(8; 21), inv(16) ou t(15; 17)), quel que soit le pourcentage blastique, mais ces 
situations sont habituellement rares. Le diagnostic biologique repose sur la combinaison de 
plusieurs disciplines : la cytologie, la cytochimie, l’immunophénotypage et la cytogénétique 
moléculaire.  
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1.2.1 Cytologie et cytochimie 
 
La cytologie par l’identification morphologique des cellules leucémiques blastiques au 
microscope après coloration au May-Grünwald-Giemsa (MGG), reste la méthode de choix lors 
du primo-diagnostic. Les recommandations suggèrent d'énumérer 500 cellules à partir d’un 
prélèvement médullaire, permettant ainsi d’établir une classification morphologique reflétant 
le degré de différentiation et le niveau d’engagement dans les différentes lignées 
hématopoïétiques (Vardiman et al. 2009).  
Cytologiquement, les blastes, cellules immatures, correspondent à des cellules de taille 
moyenne à grande avec une chromatine nucléaire lâche ou finement mottée, et généralement 
un ou plusieurs nucléoles (Figure 4). Les myéloblastes, monoblastes, and mégacaryoblastes 
doivent être inclus dans le comptage blastique. Dans les leucémies avec une différenciation 
myélomonocytaire ou monoblastique, les promonocytes doivent également être comptabilisés 
comme des équivalents blastiques. Le cytoplasme des myéloblastes peut contenir de fines 
granulations azurophiles, avec ou sans corps/bâtonnets d’Auer.  
Cette identification cytologique est couplée à des techniques de réactivité cytochimique 
(myélopéroxydases (MPO), butyrates, α-naphtyl acétate estérases (NASDA)…), critère 
d’orientation vers une lignée. Ainsi, une réaction MPO positive présente chez au moins 3% des 
blastes confirme le caractère myéloïde de la leucémie. Toutefois, l'absence de MPO n'exclut 
pas une origine myéloïde en raison d'un manque de MPO chez les myéloblastes et monoblastes 
précoces ou d’une MPO présente lais non fonctionnelle, la complémentarité entre la cytologie 
et l’immunophénotypage est donc indispensable. Les monoblastes et monocytes sont 
caractérisés par la réaction des estérases non spécifiques tels que les butyrates, et les granuleux 
et monocytes par la réaction NASDA. 
 
 
Figure 4 : Aspects cytologiques de blastes (A) présentant un bâtonnet d’Auer (B) un monoblastes et un promonocyte 
respectivement à gauche et à droit d’après illustration personnelle et (Bain 2013) 
A B 
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La classification FAB French-American-British, basée sur l’aspect morphologique des 
blastes et leurs résultats cytochimiques, a été élaborée en 1976 (Bennett et al. 1976) puis révisée 
en 1985 (Bennett et al. 1985). Cette classification sépare les LAM en entités différentes allant 
de M0 à M7 selon leur caractère myéloïde, monocytaire, érythrocytaire ou mégacaryocytaire 
(Tableau 1). Les LAM de type non spécifique (LAM NOS de la classification de l’OMS 2014), 
ne présentant d’anomalies cytogénétiques récurrentes, sont encore actuellement classées avec 
la classification FAB. 
La classification présente essentiellement un intérêt diagnostic rapide avec la 
confirmation du diagnostic de LAM, et l’identification du sous-type LAM3 qui permet 
l’initiation du traitement de départ. Bien que des corrélations entre des aspects cytologiques et 
génétiques aient été observées (inv(16) et LAM4 éosinophilie, t(8 ;21) et corps d’Auer piqué 
dans le noyau, mutation NPM1 et cup-like…), son impact pronostique est par contre beaucoup 
plus limité au regard des classifications prenant en compte les données cytogénétiques et 
moléculaires.  
 
Tableau 1 : Classification FAB des leucémies aigües myéloblastiques. 
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1.2.2 Immunophénotypage des leucémies aiguës myéloïdes 
 
L’immunophénotypage est une technique complémentaire à la cytologie permettant dans les 
LAM : 
• d’affiner la présence de(s) clone(s) leucémique(s) par l’immunomarquage de molécules, 
majoritairement de surface (cluster de différenciation CD), exprimées par les cellules 
leucémiques. 
• de caractériser le(s) clone(s) pour le diagnostic différentiel des LAM et des LAL et de 
diagnostiquer certaines entités de la classification FAB telles que la LAM0 (avec 
différenciation minimale), la LAM7 (mégacaryocytaire) ainsi que les leucémies de 
lignée ambiguë, regroupant les leucémies indifférenciées et les leucémies de phénotype 
mixte (MPAL). 
• de détecter la présence éventuelle d‘antigènes aberrants ou des coexpressions 
antigéniques pouvant être utilisée pour suivre la maladie résiduelle (MRD), et la 
distinction entre les blastes tumoraux et les blastes dits de « régénération ». 
Les progrès technologiques de la cytométrie de flux multiparamétrique au cours des 
dernières années permettent des investigations immunophénotypiques plus complètes sur de 
petits échantillons. Les principes de l’immunophénotypage sont basés sur la classification de l’ 
EGIL (European Group for the Immunological Characterization of Leukemias) et ont été 
intégrés dans les classifications de l’OMS 2008 puis 2016 (Bene et al. 1995) (Vardiman et al. 
2009) (Daniel A. Arber et al. 2016). Par ailleurs, certains phénotypes ont été corrélé au pronostic 
ou à des anomalies cytogénétiques et/ou  moléculaires (Casasnovas et al. 2003). 
Le principe de l’analyse des échantillons blastiques utilise dans un premier temps 
l’anticorps CD45. Le scattergram CD45/SSC constitue un masque de référence définissant les 
fenêtres (ou gates) d'analyse des différents populations cellulaires (Figure 5). L'aire "Bermudes" 
correspondant à une population SSClow/ CD45low comprend les cellules hématopoïétiques 
immatures et la population blastique de la majorité des leucémies aiguës. Le « backgating » 
permet de définir le profil d'expression de divers antigènes à la surface ou dans le cytoplasme 
dans cette population d’intérêt.  
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Figure 5 : Scattergramme CD45/SSC cartographiant les différentes populations cellulaires d’après (Arnoulet et al. 
2009) 
Les différents panels d’anticorps utilisés doivent permettre d’établir un diagnostic 
différentiel entre les différentes entités de leucémies aiguës, les lymphomes, les néoplasies non-
hématopoïétiques ainsi que les cytopénies réactionnelles. Un panel de 8 anticorps a été proposé 
par l’Euroflow group pour différencier au diagnostic les LAM des LAL B et  T (van Dongen et 
al. 2012) (Tableau 2) (Figure 6). Les recommandations de l’European Leukemia Net (ELN) 
différencient le panel de diagnostic consensuel contenant les antigènes considérés comme 
obligatoires du panel additionnel aidant au diagnostic des leucémies aigues (Béné et al. 2011). 
Le Tableau 3 donne une liste de marqueurs immunophénotypiques utiles pour le 
diagnostic de LAM. 
 
 
Tableau 2 : Principales caractéristiques des 8 marqueurs du panel « acute leukemia orientation tube » d’après (van 
Dongen et al. 2012) 
 
 
CD45 
SS
C
 
Granulocytes 
Monocytes 
Lymphocytes 
Aire « Bermudes » 
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Figure 6 : Performance d’un panel de 8 anticorps pour le diagnostic différentiel des leucémies aigues d’après (van 
Dongen et al. 2012) 
 
Tableau 3 : Marqueurs de surface et cytoplasmiques utiles au diagnostic et à la caractérisation des LAM. D'après 
Döhner et al., Blood 2017 
1.2.3 Cytogénétique 
 
Le caryotype est un examen indispensable qui fait partie intégrante de l’évaluation des 
LAM au diagnostic, en complément des analyses morphologiques et immunologiques. En effet, 
si l’analyse cytogénétique du clone leucémique, stricto sensu n’est pas nécessaire pour le 
diagnostic initial de la leucémie aiguë, l’identification des anomalies caryotypiques est 
indispensable pour la classification pronostique des patients et leur prise en charge 
thérapeutique. 
Environ 55% des LAM présentent un caryotype anormal lié à la présence d’anomalies 
acquises (Döhner et al. 2010). Ces anomalies de nature différente, peuvent être exclusives ou 
s’additionner sous forme de caryotypes complexes. Parmi ces multiples anomalies, les 
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translocations récurrentes induisent le plus souvent la formation d’un gène chimérique codant 
pour un transcrit et une protéine de fusion, ou dans des cas plus rares, la sur-expression d’un 
oncogène via sa localisation près de séquences promotrices. Les plus courantes sont les 
t(8;21)(q22;q22), t(15;17)(q24;q21), les inv(16)(13q22), les t(16;16)(p13;q22); 
t(6 ;9)(p23;q34) ou les t(3 ;3)(q21;q26). Le pronostic de ces translocations est variable et 
dépend de la nature des gènes impliqués dans la translocation ou de la possibilité de traitement 
ciblant le gène chimérique (Figure 14). 
Les réarrangements du gène MLL (KMT2A) représentent une entité en soi caractérisée 
par des translocations du gène MLL. Les points de cassure sont situés dans une zone appelée la 
Break Cluster Region (BCR) située entre les exons 5 et 11 du locus. Près d’une centaine de 
translocations différentes ont été rapportées dans la littérature, certaines étant communes aux 
LAM et aux LAL. Ces LAM dites 11q23 représentent environ 5% des LAM et peuvent être 
isolées ou associées à d’autres anomalies du caryotype. Les t(9;11)(p21.3;q23.3) avec fusion 
de MLLT3-KMT2A constituent une entité particulière dans la classification de l’OMS avec un 
pronostic intermédiaire (Daniel A. Arber et al. 2016). Pour les autres, le pronostic varie entre 
défavorable et intermédiaire selon le gène partenaire. 
D’autres anomalies induisent des anomalies numériques des chromosomes telles que les 
monosomies -7, -17 ou -5 ; les trisomies +8, +13, +21, +22 et les délétions comme les del(5q), 
del(7q). Si la majorité des patients présentant des anomalies cytogénétiques ne possèdent que 
une à deux altérations chromosomiques, 10 à 12 % des patients LAM présentent un caryotype 
dit complexe avec au moins trois anomalies chromosomiques (définition excluant les 
translocations t(8;21), t(15;17) et l'inversion du 16). Parmi ces caryotypes complexes, 90% 
présentent au moins cinq anomalies, avec 55 à 75% présentant une hypoploidie, 25% une 
hyperploidie, et les quelques pourcentages restant présentent une pseudoploidie avec des 
anomalies structurales, généralement une perte de matériel (exemple: del(5q)) qui n'est pas 
toujours équilibrée (Mrózek et al. 2009). L'incidence de ces aberrations augmente avec l'âge du 
patient et le caractère secondaire de la LAM.   
Le caractère pronostique de ces anomalies cytogénétique a été la base d’une nouvelle 
classification des LAM établie par l’organisation mondiale de la santé en 2000 : classification 
WHO (World Health Organisation). Cette classification modifie la classification FAB en 
incluant les anomalies cytogénétiques identifiées et permet ainsi de mettre à jour des LAM 
représentant de nouvelles entités clinico-biologiques, telles que : i) les LAM avec t(15 ;17) 
impliquant le gène de fusion PML-RARA, ii) les LAM dites CBF (core binding factor) 
regroupant les LAM à  t(8;21)(q22;q22), les inv(16)(13q22), les t(16;16)(p13,1;q22) qui ont en 
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commun une dérégulation du complexe CBF, facteur de transcription de l’hématopoïèse, via la 
translocation des gènes RUNX1 ou CBFB ou les LAM avec remaniement 11q23 (dont t(9 ;11)). 
Cette classification initiale a été réévaluée en 2008 puis en 2016 (D. A. Arber et al. 2016) 
(Figure 7), en intégrant notamment de nouvelles entités définies par les mutations des gènes 
NPM1 ou CEBPA (forme bi-allélique) et une entité provisoire caractérisée par les mutations du 
gène RUNX1, ainsi que les anomalies cytogénétiques permettant d’établir une appartenance à 
l’entité LAM avec dysplasie multilignée de très mauvais pronostique (Figure 8). 
 
Figure 7 : D’après (D. A. Arber et al. 2016), classification de l’OMS révisée en 2016 
Enfin, environ 40% des patients ne présentent pas d’anomalies du caryotype. Ces 
patients dits LAM à caryotype normal (LAM-CN) constituent un groupe hétérogène de patient 
dont le pronostic est dit intermédiaire. La caractérisation moléculaire de ces patients a permis 
de d’identifier plusieurs sous types de LAM-CN dont le pronostic est différent (cf 1.2.4 
Altérations génomiques des LAM). 
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.  
Figure 8 : Anomalies cytogénétiques suffisantes pour le diagnostic de LAM avec dysplasie multilignée lorsque plus de 
20% de blastes sanguins ou médullaires sont présents et qu’une LAM secondaire à une chimiothérapie ou une 
radiothérapie pour maladie cancéreuse ait été écartée. D’après (Daniel A. Arber et al. 2016) 
 
1.2.4 Altérations génomiques des LAM 
 
1.2.4.1 Généralités 
 
L’analyse caryotypique des LAM a permis pendant plus de 3 décades une caractérisation 
clinique et pronostique des LAM (Döhner et al. 2010) (Döhner, Weisdorf, et Bloomfield 
2015) ainsi qu’une meilleure compréhension des mécanismes physiopathologiques à l’origine 
de certains sous types de LAM.  Cependant, près de 40%-50% des LAM de novo présentent un 
caryotype normal, et ne présentent pas d'anomalies structurelles de leur génome, même 
lorsqu'elles sont évaluées avec des techniques d’hybridation génomique.  Le séquençage ciblé 
de certains gènes a permis d’identifier un certain nombre de mutations récurrentes telles que 
touchant les gènes FLT3, NPM1, KIT, CEBPA, (Stirewalt et Radich 2003) (Bacher, Schnittger, 
et Haferlach 2010) (Patel et al. 2012) démontrant qu’au-delà des anomalies structurelles du 
génome, des mutations ponctuelles dérégulant les fonctions de gènes fortement impliqués dans 
la prolifération ou la différentiation des cellules hématopoïétiques, jouaient un rôle majeur dans 
la leucémogenèse. La valeur pronostique de certaines de ces mutations « drivers » a par ailleurs 
été démontrée et certaines d’entre elles sont intégrées dans la dernière classification de l’OMS 
en tant qu’entité validée ou provisoire (Figure 7 ; 1.2. 3 Cytogénétique).  
 20 
 
Dans ce contexte, les approches de séquençage de nouvelle génération (NGS) ont permis 
la caractérisation du « paysage » des anomalies génomiques des LAM. En particulier, l’étude 
menée par le « cancer génome atlas research network » sur 200 LAM de novo, (50 en « whole 
genome sequencing » et 150 en whole exome sequencing) a permis de mettre en évidence 2315 
mutations ponctuelles somatiques acquises et 270 petites insertions ou délétions dans les 
régions codantes avec une moyenne de 13 mutations par échantillon (Cancer Genome Atlas 
Research Network et al. 2013). Ce nombre de mutations était significativement différent en 
fonction des anomalies cytogénétiques ou moléculaires récurrentes déjà décrites (Figure 9A). 
Ainsi, les remaniements impliquant le gène MLL présentaient peu de mutations additionnelles 
(inférieur à la moyenne des autres LAM) suggérant que les fusions impliquant le gène MLL 
nécessitaient peu d’autres anomalies moléculaires associées pour initier le processus 
leucémique. A l’inverse, les patients présentant une mutation TP53 présentaient un nombre plus 
élevé de mutations. 
 
Figure 9 :  A. Nombre de mutations par échantillon touchant des régions codantes en fonction des anomalies 
génétiques (NK =caryotype normal) ; B, Distribution des gènes mutés ; C Nombre de clones par échantillon (réalisés 
sur 50 échantillons de LAM)  d’après (Cancer Genome Atlas Research Network et al. 2013). 
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L’analyse des variants a permis d’identifier 260 gènes mutés dans au moins 2 patients, 
puis 23 après l’application du test MuSic SMG (Mutational Significance in Cancer Significantly 
mutated gene). Parmi ces gènes, des gènes établis comme étant pertinents dans la pathogénicité 
des LAM (par exemple, DNMT3A, FLT3, NPM1, IDH1, IDH2, CEBPA), ou des gènes dont le 
rôle dans la leucémogenèse n’a été que récemment suspecté, tels que U2AF1, EZH2, SMC1A 
et SMC3 (figure 9B). Par ailleurs, l’analyse des charges alléliques a montré que plus de la moitié 
des échantillons contenaient 2 clones (le clone initial et un sous-clone), un nombre significatif 
plus de 3 clones (le clone initial et 2 sous clones) mais très peu d’échantillons présentaient plus 
de 3 sous clones (4 clones en out) (Figure 9C). Bien que présentant moins de mutations que les 
cancers solides, les LAM présentent donc une certaine complexité moléculaire avec des profils 
de co-occurences mutationnelles spécifiques (Figure 10) révélant une architecture clonale 
complexe semblant conditionnée par des trajectoires d’acquisitions temporelles(Bullinger, 
Döhner, et Döhner 2017). 
 
 
Figure 10 : Représentation de Circos montrant la complexité mutationnelle et la co-occurrence des mutations dans les 
LAM d’après (Patel et al. 2012) 
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1.2.4.2 Classification fonctionnelle des gènes mutés 
 
La répartition des gènes mutés selon leur fonction biologique a permis d’identifier 9 
catégories fonctionnelles distinctes (Figure 11) associées à des fonctions biologiques ayant un 
rôle probable dans la physiopathologie des LAM : 
• Gènes suppresseurs de tumeurs  
• Gènes codant pour des protéines des voies de signalisation  
• Gènes de régulation de la méthylation de l’ADN  
• Gènes de modification de la chromatine 
• Gènes codant pour des facteurs de transcription de l’hématopoïèse  
• Gènes codant pour le complexe cohésine  
• Gène codant pour le complexe d’épissage  
• Réarrangement de gènes 
• Gène de la nucléophosmine (NPM1)  
 
Figure 11 A, Voies fréquemment dérégulées dans les LAM  ainsi que les gènes associés d’après (Grove et Vassiliou 
2014) B, graphique de circos montrant les co-occurrences entre les voies dérégulées d’après (Graubert, Brunner, et 
Fathi 2014) 
 
Cette topologie des anomalies va au-delà du schéma classique de leucémogenèse à 2 
évènements (hits) impliquant des gènes de contrôle de la prolifération et de la différentiation 
(Gilliland 2001). De nombreuses fonctions physiologiques sont impliquées dans le processus 
leucémique, dont la place importante des mécanismes de régulation épigénétique de 
l’expression des gènes ou le rôle moins connu du complexe cohésine. L’implication 
significative de gène de contrôle de l’épissage de l’ARN est à interpréter au regard de leur rôle 
A B 
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dans les syndromes myélodysplasiques, considérés comme des états pré-leucémiques et suggère 
un rôle dans les mécanismes moléculaires de transformation leucémique de ces hémopathies 
malignes chroniques. D’autre part, la connaissance de ces mécanismes permet d’identifier de 
nouvelles cibles thérapeutiques potentielles. 
1.2.4.3 Nature et fonction des anomalies génétiques récurrentes les plus fréquentes dans les 
LAM : 
 
L’ensemble des mécanismes fonctionnels associés à ces anomalies génétiques 
récurrentes est représenté dans la Figure 12 . 
 
Figure 12 : Mécanismes moléculaires impliqués dans les LAM d’après (Prada-Arismendy, Arroyave, et 
Röthlisberger 2017) 
1.2.4.3.1 Mutations touchant les voies de signalisation dites de “signaling” 
 
• FMS like tyrosine kinase 3 (FLT3): 
FLT3 est un récepteur à activité tyrosine kinase exprimé par les progéniteurs 
hématopoïétiques, impliqué dans la régulation de leur prolifération et de leur différentiation. 
Après liaison de son ligand, la dimérisation de FLT3 conduit à une autophosphorylation du 
domaine kinase et ainsi à l'activation en cascade de la voie PI3K/AKT et de la voie 
 24 
 
RAF/MEK/ERK (Scholl, Gilliland, et Fröhling 2008) (Figure 13). Deux types de mutations sur 
des domaines fonctionnels ont été identifiées pour FLT3 : 
• L'une sur un domaine ayant un rôle dans l'auto-inhibition (domaine juxta-membranaire, 
exon 14 et 15) caractérisée par une duplication en tandem, d'où le nom de FLT3-ITD 
(internal tandem duplication). Cette mutation, présente dans 25 à 30% des LAM, 
conduit à une dimérisation et une autophosphorylation indépendante de la présence de 
ligand, responsable de la prolifération des cellules leucémiques et d’une diminution de 
l’apoptose.  
• La seconde, FLT3-TKD (tyrosine kinase domain), moins fréquente (environ 5% des 
patients), se caractérise par des mutations ponctuelles sur la boucle d’activation du 
domaine tyrosine kinase (Yamamoto et al. 2001) (Bacher et al. 2008).  
Dans certains cas, une surexpression du ligand de FLT3 probablement liée à une activité 
autocrine ou paracrine (Zheng et al. 2004) a été rapportée, ainsi qu’un défaut d’internalisation 
et de dégradation de FLT3 (Caligiuri et al. 2007). 
De façon intéressante, la valeur pronostique des mutations de FLT3 n’est pas la même 
selon la nature de la mutation.  Chez les patients présentant un caryotype normal, FLT3-ITD 
est associé à un mauvais pronostic (Whitman et al. 2001). Par ailleurs, la charge allélique (VAF) 
de la mutation a également un impact sur la survie globale. Dans une étude réalisée sur 354 
sujets jeunes atteints de LAM, les mutations FLT3-ITD avec une VAF> 50% étaient associées 
à une survie globale moins bonne, comparativement aux patients avec des VAF de 25-50% 
(Gale et al. 2008). De plus, environ 14% à 25% des patients FLT3-ITD mutés avaient deux ou 
plusieurs mutations dans le gène FLT3. Dans ces cas, le rapport allèle muté sur allèle sauvage 
de la mutation la plus fréquente permettait la meilleure évaluation du pronostic (Susanne 
Schnittger et al. 2012) (Gale et al. 2008) (Kayser et al. 2009). 
 L'impact pronostique des mutations FLT3-TKD reste par contre controversé (Thiede et 
al. 2002) (Yamamoto et al. 2001) (Bacher et al. 2008). Ceci est dû en partie à la faible fréquence 
de la mutation et donc au faible nombre de cohorte de patients sur lesquels la valeur pronostique 
de cette mutation a pu être étudiée. Ces différences de pronostic pourraient s’expliquer par la 
nature des activateurs recrutés en aval du récepteur muté, qui semblent différés selon le type de 
mutation. En particulier, l’activation (ou non) de STAT5 serait un des éléments pouvant 
expliquer les différences cliniques constatées (Rocnik et al. 2006). 
Par ailleurs, l’impact de FLT3-ITD semble également dépendre du statut des gènes NPM1 et 
DNMT3A : l’effet le plus délétère étant observé chez les patients avec un génotype combinant 
les mutations NPM1,  DNMT3A et FLT3-ITD (Papaemmanuil, Döhner, et Campbell 2016). 
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Figure 13 : Dérégulation de la transduction du signal dans les LAM via l’activation de molécules impliquées dans la 
signalisation (FLT3, KIT, RAS…) par mutations, amplifications, défauts de régulation ou stimulations autocrine 
d’après (Scholl, Gilliland, et Fröhling 2008) 
• Récepteur c-Kit :KIT 
Le second grand récepteur à activité tyrosine kinase est KIT. Ce récepteur 
transmembranaire, dont le ligand est le stem cell factor (SCF), est nécessaire à la prolifération 
et la survie des cellules souches hématopoïétiques et des progéniteurs engagés. KIT, comme 
FLT3, après liaison de son ligand est dimérisé puis autophosphorylé stimulant ensuite les voies 
de transduction du signal (Yuzawa et al. 2007) (Figure 13). Les mutations, présentes <5% des 
LAM mais sont présentes dans 25 à 35% des LAM CBF (inv(16), t(8 ;21)) (Bullinger, Döhner, 
et Döhner 2017).  
Les mutations de KIT induisent une activation constitutive du récepteur. Ces  mutations 
portent soit sur le motif de dimérisation extracellulaire (indel affectant l’exon 8)  qui devient 
alors spontanément activé (Kohl et al. 2005), soit sur la boucle d'activation comprenant le 
domaine tyrosine kinase (majoritairement substitution comme par exemple la mutation D816V) 
induisant l'activation de la voie de signalisation PI3K/AKT et STAT3 (Ning et al. 2001) (Ning, 
Li, et Arceci 2001).  
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Les mutations de KIT confèrent le plus souvent un pronostic défavorable notamment 
dans le sous-groupe avec t(8 ;21) habituellement de bon pronostic (Patel et al. 2012). Des 
inhibiteurs de tyrosine kinase (tels que l’Imatinib, le Dasatinib) sont à l’origine d’essais 
thérapeutiques ciblant Kit (Heidel et al. 2007) (C. C. Smith et Shah 2013). 
• La voie RAS: 
Les protéines RAS sont des protéines de signalisation intermédiaire, capables de 
moduler la transduction du signal en aval des récepteurs à tyrosine kinase. Dans sa 
conformation active liée au GTP, RAS joue un rôle central en activant les voies PI3K/AKT et 
RAF/MEK/ERK (Figure 13). Des substitutions favorisent cette conformation active liée aux 
GTP ainsi la survie et la prolifération des cellules mutées (A. F. Ward, Braun, et Shannon 2012).  
On retrouve des mutations des gène RAS dans 10 à 15% des LAM.  Ces mutations touchent le 
plus souvent le gène NRAS, mais également les gènes KRAS, PTPN11 et NF1, conduisant à une 
prolifération aberrante via une dérégulation des voies de signalisation RAS/RAF/MEK. 
L'impact pronostique des mutations RAS reste controversé. Dans les syndromes 
myélodysplasiques, l’acquisition de clones RAS muté a été décrite dans les transformations des 
SMD en LAM, suggérant un impact péjoratif dans ces situations (Badar et al. 2015). A 
l’inverse, l'effet des mutations NRAS (en particulier celles du codon G12/13) a été récemment 
décrit comme associé à un résultat favorable quand associé aux mutations NPM1 et DNMT3A 
(Papaemmanuil, Döhner, et Campbell 2016). 
1.2.4.3.2 Mutations touchant les facteurs de transcriptions 
 
• CCAAT enhancer binding protein alpha : CEBPA  
  CEBPA est un facteur de transcription impliqué dans l'engagement et la différenciation 
myéloïde (Avellino et al. 2016). Les mutations de CEBPA touchent principalement deux 
régions distinctes du gène (Nerlov 2004) :  
• Le domaine N-terminal où des mutations décalantes génèrent une protéine tronquée non 
fonctionnelle de 30 kDa ; 
• Le domaine C-terminal où des insertions/suppressions perturbent la liaison à l'ADN. 
  Ces mutations sont observées dans 5 à 10% des cas de LAM, principalement chez des 
patients jeunes à caryotype normal, ou de risque intermédiaire (Bullinger, Döhner, et Döhner 
2017). Initialement inclus dans la classification OMS  2008 comme entité provisoire (Vardiman 
et al. 2009), les LAM CEBPA bialléliques ont été intégrées dans la nouvelle classification 
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révisée de 2016 (Daniel A. Arber et al. 2016), avec la prise en compte des mutations bialléliques 
(englobant 2/3 de CEBPA mutants). Les mutations CEBPA bialléliques sont de pronostic 
favorable (Daniel A. Arber et al. 2016). Dans les formes bi-alléliques, il est intéressant de noter 
que l’un des allèles peut être hérité d’une mutation germinale qui, elle-même, prédispose à 
l’acquisition de mutation somatique de CEBPA (Tawana et al. 2015). 
 
• Les mutations RUNX1 
RUNX1 est un facteur de transcription critique pendant l'embryogenèse pour la 
génération des CSH, et à l'âge adulte dans la régulation de leur différenciation et de leur 
homéostasie. Différentes mutations sont identifiées dans 10% à 15% des patients atteints de 
LAM. Ces mutations génèrent des protéines soit avec des domaines d’interaction à l’ADN 
mutés, soit ayant perdues partiellement ou en totalité leur domaine de transactivation.  
Elles sont plus fréquentes chez les patients plus âgés, dans les LAM secondaires 
notamment à des SMD, associées à une survie plus courte et chimiorésistance au thérapie 
d’induction (Gaidzik et al. 2016).  Cette valeur pronostique péjorative a été prise en compte 
dans la classification OMS 2016, dans laquelle les LAM avec mutations RUNX1 ont été 
intégrées comme entité provisoire (Daniel A. Arber et al. 2016), chez lesquelles la greffe 
allogénique de CSH semble être à envisager (Gaidzik et al. 2016). A noter, l’existence de 
mutation germinale de RUNX1 dans certaines thrombopénies familiales serait associée à un 
risque accru de développer une LAM (Preudhomme et al. 2009). 
 
• Les mutations GATA2 
GATA2 code pour un facteur de transcription en doigt de zinc ayant un rôle majeur dans 
l'hématopoïèse myéloïde, en particulier en coopération avec d’autres facteurs de transcription 
régulant l’orientation érythromégacaryocytaire des progéniteurs. Il existe de mutations 
germinales de GATA2, intégré dans l’OMS de 2016 dans les tumeurs myéloïdes avec 
prédisposition germinale (Daniel A. Arber et al. 2016). Par ailleurs, les inv(3) (q21.3q26.2) ou 
t(3;3)(q21.3;q26.2) repositionnent le promoteur de GATA2 activant le gène MECOM (EVI1) et 
aboutissant parallèlement à une haplo-insuffisance de GATA2.  Elles sont observées 
particulièrement en association avec les mutations de CEBPA (~ 25%) mais ne modifient pas 
le pronostic favorable de cette sous population de patients.  
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• Les mutations de la Nucleophosmin 1 (NPM1): 
Avec les mutations FLT3 et DNMT3A, NPM1 est l'une des trois mutations 
« drivers » les plus fréquentes dans les LAM. En effet, elles se retrouvent dans environ un tiers 
des adultes atteints de LAM et dans 50% des LAM à caryotype normal. Elles sont fréquemment 
retrouvées en présence de mutations de régulateurs épigénétiques tels que DNMT3A (50%), 
TET2 (15%), IDH1 (15%), ou IDH2 (15%) (Bullinger, Döhner, et Döhner 2017).  
La nucléophosmine NPM1 est une phosphoprotéine chaperonne nucléaire, capable de 
se transférer du noyau vers le cytoplasme (Heath et al. 2017, 1) mais son activité principale 
réside essentiellement dans le nucléole. Elle est impliquée dans de multiples fonctions comme 
la synthèse ribosomale, la réponse au stress p53-dépendante, le maintien de la stabilité 
génomique, le contrôle de la duplication du centromère et la régulation du suppresseur de 
tumeurs ARF(Heath et al. 2017).   
Les mutations NPM1 touchent majoritairement l’exon 12. La mutation résultant d’une 
insertion de 4 pb en position 960 appelée mutation A, et la plus fréquemment retrouvée. Les 
mutations de l'exon 12 conduisent à la délocalisation cytoplasmique de NPM1 et empêchent sa 
fonction physiologique de stabilisation de protéines tels que p14ARF (Heath et al. 2017).  
Les patients avec mutations NPM1 en l’absence de mutation FLT3-ITD présentent un 
pronostic favorable avec une survie globale augmentée aux alentours de 50% même parmi les 
patients plus âgés (Becker et al. 2010) (Susanne Schnittger et al. 2005). Toutefois, l’association 
à une mutation FLT3-ITD et/ou DNMT3A, modifie profondément la valeur pronostique de cette 
mutation (Papaemmanuil, Döhner, et Campbell 2016). 
1.2.4.3.3 Anomalies épigénétiques 
 
Des mutations somatiques dans les régulateurs épigénétiques sont identifiées dans 50% 
des LAM, et sont maintenant reconnues comme jouant un rôle majeur, très probablement 
initiateur de la leucémogenèse (Papaemmanuil, Döhner, et Campbell 2016). Avec l’âge, on note 
l’apparition de mutations clonales touchant des gènes de régulation de l’épigénétique  favorisant 
le risque de développer une hémopathie maligne (Jaiswal et al. 2014) : cette hématopoïèse 
clonale touche 10% des personnes âgées de plus de 65 ans(Genovese et al. 2014). Bien que 
participant à l’émergence de clones pré-leucémiques, des événements mutationnels ultérieurs 
semblent nécessaires pour permettre la transformation leucémique. 
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• Les mutations DNMT3A 
Le gène DNMT3A (DNA Methyltransferase 3 gene A) code pour une méthyltransférase 
capable d’additionner un groupement méthyl aux résidus de cytosine des dinucléotides CpG. 
Ainsi, DNMT3A joue un rôle dans la régulation de la différenciation et de l’auto-
renouvellement des CSH via l’inhibition de la transcription par méthylation de l’ADN.  Les 
mutations DNMT3A touchent ~ 20% des LAM de novo mais leur fréquence augmente avec 
l'âge. La mutation faux sens R882 est la plus fréquente. Les mutations DNMT3A entrainent un 
blocage de l'activité méthyltransférase conduisant à une altération fonctionnelle des CSH avec 
une augmentation de l'auto-renouvellement, et un blocage de différenciation (Challen 2017). 
Les mutations DNMT3A sont fréquemment associées aux mutations NPM1, FLT3-ITD, IDH1 
et/ou IDH2 (Bullinger, Döhner, et Döhner 2017). La valeur pronostique des mutations 
DNMT3A reste peu claire, bien que plusieurs séries aient montré leur pronostic péjoratif (Thol 
et al. 2011; Renneville et al. 2012). De manière intéressante, il existe une persistance potentielle 
de la mutation DNMT3A dans un contexte de rémission complète (Bhatnagar et al. 2016). 
 
• Les mutations TET2 (ten-eleven translocation-2) 
Les mutations TET2 sont retrouvées dans les hémopathies malignes : dans 15 à 25% des 
LAM de l'adulte (Bullinger, Döhner, et Döhner 2017), dans 5 à 20 % des NMP(Tefferi et al. 
2011) et jusqu'à 50% chez les patients atteints de leucémie myélomonocytaire chronique 
(LMMC)(Patnaik et Tefferi 2016). La fréquence des mutations de TET2 augmente avec l’âge 
des patients (Tian et al. 2014). Elles sont mutuellement exclusives avec les mutations IDH1/2. 
La protéine TET2 est un modificateur épigénétique qui participe à la déméthylation de l’ADN 
via la transformation de la méthylcytosine en 5-hydroxyméthylcytosine. Les mutations TET2 
entrainent une diminution enzymatique de TET2 empêchant la déméthylation de l’ADN. Cette 
hyperméthylation de l’ADN conduit à une altération de l’auto-renouvellement et de la 
différenciation myéloïde des CSH (Nakajima et Kunimoto 2014). Le pronostic des patients avec 
mutations TET2 sont variables (Metzeler, Maharry, et al. 2011) (Weissmann et al. 2012) et 
dépendent probablement de la présence d’événements oncogéniques coopérants 
supplémentaires. 
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• Les mutations ASXL1 (Additional sex com like-1) 
Le gène ASXL1 (additional sex combs-like protein 1) code pour une protéine de liaison 
à la chromatine qui interagit avec le complexe polycomb PRC2 qui compte, entre autres, la 
H3K27 méthyltransférase EZH2 (Abdel-Wahab et al. 2012). La protéine ASXL1 est impliquée 
dans le contrôle du remodelage de la chromatine. Les mutations ASXL1 induisent une perte de 
fonction et sont présentes dans 5 à 20% des LAM avec une incidence accrue chez les patients 
d’âge avancé, aux antécédents de SMD ou dans les LAM secondaires (Bullinger, Döhner, et 
Döhner 2017). Elles sont également observées de manière concomitante avec les mutations 
RUNX1 ou affectant les gènes du splicesome (S. Schnittger et al. 2013). Ces mutations sont 
associées à un mauvais pronostic (Metzeler, Becker, et al. 2011) (S. Schnittger et al. 2013). 
 
• Les mutations IDH (isocitrate déshydrogénase) 1 et 2 
La famille des enzymes métaboliques IDH joue un rôle clef dans le cycle de Krebs, en 
catalysant la décarboxylation oxydative de l'isocitrate en -cétoglutarate (KG). Plusieurs 
mutations ponctuelles affectant le site enzymatique actif d’IDH ont été décrite dans les LAM 
(initialement dans les glioblastomes) dont majoritairement les mutations IDH1-R132, IDH2-
R140 et IDH2-R172 (DiNardo et al. 2015) (Dang et al. 2009). Elles sont observées dans ~ 20% 
de LAM, plus fréquemment dans les LAM de risque intermédiaire, chez le sujet âgé et en co-
occurrence avec les mutations NPM1 (à l’exception d’ IDH2 R172) (DiNardo et al. 2015).  
Les mutations IDH1/IDH2 conduisent à une réaction enzymatique alternative qui se 
caractérise par la production d’un onco-métabolite, le 2-hydroxyglutarate (2-HG), inhibant de 
manière compétitive les réactions -KG-dépendantes, y compris l'hydroxyméthylation de 
TET2, l'activité des histone déméthylases, la respiration mitochondriale et l'activation du 
facteur HIF1 via l'inhibition de sa dégradation (Dang et al. 2009) (Inoue, Lemonnier, et Mak 
2016) (Chan et al. 2015). La physiopathologie des mutations IDH1/2 explique que les mutations 
IDH1, IDH2 et TET2 soient mutuellement exclusives, appartenant à une classe proche de 
mutations épigénétiques responsable d’un phénotype hyperméthylé.  
Leur pronostic semble dépendre de leur association à d’autres altérations moléculaires 
telles que FLT3-ITD, NPM1. Toutefois, les mutations IDH2-R172 semblent former un sous-
groupe distinct de LAM (1-4%) avec un profil d'expression génique unique (miRNA et 
expression génique) de pronostic favorable avec chimiothérapie intensive mais ces données 
doivent confirmées (Papaemmanuil, Döhner, et Campbell 2016).  
 31 
 
Il est intéressant de noter que ces altérations épigénétiques peuvent être la conséquence 
d’altérations chromosomiques. C'est ce qui est suggéré avec la découverte d'une capacité des 
protéines de fusion dont PML-RARA et RUNX1-ETO à recruter les DNA méthyltransférases  
(DNMT3) et les histone déacétylases (HDAC) (Di Croce et al. 2002) (S. Liu et al. 2005) De 
même, la protéine MLL présente un domaine de liaison à l'ADN correspondant à une activité 
méthyltransférase qui est perdue dans certains réarrangements de MLL, et aboutissant à une 
perturbation des gènes HOX. 
1.2.4.3.4 Mutations des facteurs d’épissage de l’ARN 
 
Fréquemment retrouvées dans les SMD et les NMP, les mutations dans les facteurs 
d'épissage (SF3B1, SRSF2, U2AF1 et ZRSR2) sont identifiées chez ~ 10% des patients atteints 
de LAM. Elles sont associées à un âge plus avancé, une maladie moins proliférante, de faibles 
taux de réponse au traitement standard et in fine à une diminution de la survie. Leur rôle 
oncogénique est probablement en lien avec des altérations de l’épissage de transcrits de divers 
gènes impliqués dans la régulation épigénétique, la transcription et l’intégrité du génome 
(Dvinge et al. 2016). Ces mutations semblent mutuellement exclusives les unes des autres. 
Ainsi, une approche thérapeutique inhibant le spliceosome a montré la sensibilité particulière 
des LAM avec des mutations préexistantes dans les gènes de l’épissage (S. C.-W. Lee et al. 
2016). Des études précliniques de phase 1 avec des modulateurs sélectifs d'épissage sont en 
cours. 
1.2.4.3.5 Mutations TP53 
 
Appelé le « gardien du génome », TP53 est un gène suppresseur de tumeur avec de 
multiples fonctions cellulaires telles que le maintien de la stabilité du génome notamment en 
cas de stress cellulaire, la régulation de la sénescence cellulaire, l'apoptose, la réparation de 
l'ADN, le métabolisme. Les mutations somatiques TP53 sont très communes dans une variété 
de cancers, tels que l'ovaire, l'œsophage, le cancer colorectal, les cancers du poumon avec des 
fréquences variables en fonction des cancers (Olivier, Hollstein, et Hainaut 2010). Les 
hémopathies malignes se caractérisent par une fréquence assez faible de mutations TP53, aux 
alentours des 6% dans les LAM de novo. La plupart des mutations TP53 sont des mutations 
faux-sens, des mutations décalant le cadre de lecture ou des mutations non-sens (Ok et al. 2015). 
Leur fréquence augmente très significativement dans les LAM secondaires bien que les 
traitements cytotoxiques ne semblent pas induire eux même directement des mutations TP53. 
Récemment, Wong et al ont montré que le nombre total de variants somatiques et le pourcentage 
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de transversions étaient similaires chez les patients ayant une LAM liée à la thérapie à ceux de 
LAM de novo (Wong et al. 2014). Ces mutations sont également particulièrement fréquentes 
dans les LAM à caryotype complexe, mais rarement associées avec les mutations CEBPA, 
NPM1, FLT3-ITD, et RUNX1 (Kihara et al. 2014) (Grossmann et al. 2012).  
Les mutations TP53 sont très significativement associées à un mauvais pronostic, 
notamment dans les LAM à caryotype complexe. Indépendamment de l'âge ou des modalités 
de traitements, les mutations TP53 sont associées à des taux de réponse inférieurs et une survie 
inférieure comparés aux patients TP53 wild-type(Rücker et al. 2012). Il est possible que de 
rares CSH portant des mutations TP53, résistantes à la chimiothérapie, puissent se développent 
préférentiellement après le traitement. 
1.2.4.4 Nouveaux gènes de fusion 
 
L’assemblage des données issues du séquencage ARN de 179 patients a permis 
d’identifier 118 transcrits de fusions différents présents dans près de la moitié des patients 
(80/179) (Cancer Genome Atlas Research Network et al. 2013). Le nombre de transcrit de 
fusion variait de 0 à 8 par échantillon. De façon intéressante, à côté des gènes de fusion associés 
à des translocations récurrentes bien connues (PML-RARA, MYH11-CBFB, RUNX1-RUNX1T1, 
BCR-ABL1, ... ou des réarrangements impliquant MLL), 15 nouveaux gènes de fusion ont été 
ainsi identifiés. Par contre, ces nouveaux gènes de fusion n’étaient pas récurrents (présent chez 
un patient) même si les gènes impliqués étaient fréquemment mutés ou transloqués chez 
d’autres patients (Figure 14).  
Figure 14 : Gènes de fusions chez les patients atteints de LAM A) Diagramme de Circos montrant les gènes de fusions 
la  largeur des arcs est proportionnelle à la fréquence d'un événement de fusion B) Description des transcrits de 
fusions (dans le cadre de lecture) et leur fréquence d’après (Cancer Genome Atlas Research Network et al. 2013) 
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1.3 Classification pronostique 
 
1.3.1 Facteurs pronostiques généraux 
 
La prise en charge thérapeutique des LAM reste problématique avec des taux de survie 
à 5 ans en moyenne à 25% (hors LAM3). Dans l’arsenal thérapeutique, un des choix critique 
est le positionnement de l’allogreffe qui seule est capable de guérir les patients de mauvais 
pronostic. Il est donc nécessaire de disposer de marqueurs pronostiques afin d’identifier au 
mieux les patients qui répondront à un traitement de chimiothérapie de ceux qui nécessiteront 
rapidement une allogreffe de moelle pour améliorer leur espérance de survie. 
Parmi ces facteurs, certains sont directement liés au patient comme en premier lieu son 
âge, son état général et l’association à des co-morbidités. Plus l’âge du patient est avancé, plus 
le pronostic s’avère mauvais en termes de survie mais également de réponse au traitement en 
raison de la diminution de la capacité du patient à tolérer la chimiothérapie, mais également par 
l’accumulation importante d’anomalies cytogénétiques favorisant la résistance à la 
chimiothérapie, comme observées dans les LAM secondaires à des SMD ou des SMP. Le délai 
de réponse à la phase d’induction de la chimiothérapie et l’obtention rapide d’une rémission 
complète doivent également être pris en compte pour la suite de la stratégie thérapeutique. 
D’autres facteurs pronostiques sont liés plus directement à la maladie, en ce sens qu’ils 
vont apporter des éléments de caractérisation du clone leucémique et de son potentiel 
d’agressivité. Ainsi, une leucocytose supérieure à 20 G/L est classiquement considérée comme 
un facteur de mauvais pronostic. Cependant, actuellement ce sont les marqueurs 
chromosomiques et génétiques qui permettent la meilleure classification pronostique. 
 
1.3.2 Cytogénétique 
 
L’observation d’anomalies cytogénétiques constitue un des principaux marqueurs 
pronostiques qui permet de définir des sous-groupes cliniques pour les 50% de patients 
présentant des anomalies cytogénétiques qualitatives ou quantitatives. Trois catégories de 
pronostic sont ainsi définies : favorable, intermédiaire ou défavorable (Figure 15). 
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Figure 15 : Impact sur la survie des anomalies cytogénétiques récurrentes. * Excluant les patients avec t(15; 17), t(8; 
21), inv(16), t(9; 11), t(6; 9), inv(3)/t(3; 3). ** À l'exclusion des patients présentant les autres anomalies énumérées 
précédemment. D’après (David Grimwade et al. 2010) 
 
• Caryotype favorable : 
25% des patients dont le caryotype est anormal présentent des anomalies favorables en 
termes de pronostic comme les translocations t(15 ;17), t(8 ;21) ou les inv(16). Ces anomalies 
sont associées à un taux de survie à 5 ans de 65% et un taux de rémission complète de 90% (M. 
Smith et al. 2004). Si d’autres anomalies cytogénétiques défavorables sont associées, le 
pronostic reste favorable (Grimwade et al. 1998).  
 
• Caryotype défavorable 
Les anomalies de la catégorie "risque défavorable" comprennent les délétions du 
chromosome 7 (-7), du chromosome 5 (-5), du bras long du chromosome 5 (del(5q)), les 
translocations t(9 ;22), les inv(3) ou t(3 ;3), les anomalies 11q autres que les t(9 ;11), les 
anomalies du bras court du chromosome 17, les monosomies et les caryotypes complexes c'est 
à dire présentant au moins trois anomalies (cinq dans certains essais cliniques) à l'exception des 
translocations t(8;21), t(15;17) et t(16,16). Cela représente 10% des patients avec un caryotype 
anormal, généralement des patients plus âgés ou des LAM secondaires. La survie à 5 ans chute 
alors à 10%. 
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• Caryotype intermédiaire 
Le reste des patients (50 à 60%) est dit de pronostic intermédiaire, la majorité d’entre 
eux ayant un caryotype normal. Leur pourcentage de survie à 5 ans est alors estimé à 30 à 40% 
et le taux de rémission complète à 80%.  
Cependant, 40 à 50% des patients ne présentent pas d’anomalie caryotypique décelable 
au diagnostic. Ces patients sans anomalie chromosomique sont dits de risque intermédiaire mais 
présentent une grande hétérogénéité clinique et pronostique.  
 
1.3.3 Biologie moléculaire 
 
Pour les patients de caryotype intermédiaire, la recherche de mutations est 
particulièrement informative. En particulier, les statuts mutationnels des gènes NPM1, FLT3-
ITD et CEBPA ont permis d’identifier de nouvelles classes pronostiques (Döhner et al. 2010) 
(Daniel A. Arber et al. 2016). La présence de la mutation du gène FLT3-ITD s’avère de mauvais 
pronostic, surtout si la mutation est homozygote (Thiede et al. 2002) (Gale et al. 2008). La 
mutation NPM1 présente dans 43 à 62 % des LAM à caryotype normal est associée à un 
pronostic favorable pour une rémission complète après chimiothérapie d'induction intensive et 
une survie sans rechute. Ceci n'est pas le cas si en plus de la mutation NPM1, le patient présente 
une mutation FLT3-ITD (Susanne Schnittger et al. 2005) (Thiede et al. 2006). Les patients avec 
une mutation CEBPA biallélique sont de pronostic favorable qu'ils aient un caryotype normal 
ou non (Pabst et al. 2009). 
Ces 3 mutations associées aux anomalies cytogénétiques sont la base de la 1ère 
classification de l’ELN qui séparait les patients de pronostic intermédiaire en 2 sous-groupes 
selon leur statut mutationnel (Tableau 4). 
 
Tableau 4 : Récapitulatif des corrélations établies entre données cytogénétiques et données moléculaires. D'après 
(Döhner et al. 2010) 
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Plus récemment, de nouvelles données sont venues enrichir cette classification. Les 
mutations RUNX1, plus fréquentes chez les patients âgés ou aux antécédents de pathologies 
myéloïdes chroniques identifient des patients de plus mauvais pronostic, à l’instar des mutations 
de ASXL1 et de TP53. De façon intéressante, le poids pronostique de ces anomalies est 
dépendant de la présence ou de l’absence d’autres anomalies (par ex : les mutations de NPM1 
+-FLT3-ITD). Plus récemment, les mutations touchant les gènes de l'épissage de l'ARN 
(SRSF2, SF3B1, U2AF1, ZRSR2), de régulation de la structure de la chromatine (ASXL1, 
STAG2, BCOR, KMT2APTD, EZH2), ou les régulateurs de la transcription (RUNX1) sont 
étroitement corrélées et ont été décrites dans les LAM secondaires, les MDS de hauts risques, 
indiquant des signatures à haut risque (Papaemmanuil, Döhner, et Campbell 2016) (Döhner 
et al. 2017). De même, dans les LAM CBF, en particulier celles avec t(8; 21), la présence de 
mutations de KIT, en particulier si présentes à des taux élevés, semblent être associés à un moins 
bon pronostic (P. Paschka et al. 2013) (Allen et al. 2013) (Jourdan et al. 2013) (Peter Paschka 
et Döhner 2013). D’autre part, bien que les deux types de LAM CBF soient associés à des 
mutations dans les gènes de signalisation (NRAS, KIT, NF1, FLT3, KRAS),  des études récentes  
ont révélé qu’elles présentaient des spectres différents de mutations coopérantes (Duployez et 
al. 2016) (Faber et al. 2016)(Figure 16). Ainsi les LAM avec t(8;21) (RUNX1-RUNX1T1) sont 
significativement associées avec des mutations dans les gènes modificateurs de la chromatine 
(42 à 44%) incluant ASXL2, et des mutations dans les gènes du complexe cohésif (18 à 20%), 
alors qu'ils sont presque absents dans les LAM CBFB-MYH11 (Duployez et al. 2016) (Faber et 
al. 2016) (Micol et al. 2014).  
Figure 16 : Classification moléculaire des LAM de l’adule âgé de moins de 65 ans et les mutations génétiques 
concomitantes 
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Une partie de ces données est à la base des nouvelles recommandations de l’ELN publiées en 
2017 (Tableau 5). 
 
Tableau 5 : Stratification du risque des patients atteints de LAM au diagnostic en fonction des anomalies 
cytogénétiques et moléculaires selon l’ELN (Döhner et al. 2017) 
Par ailleurs, les profils d’expression de gènes permettent également d’identifier des 
sous-groupes de pronostic différent. Ainsi, dans une étude réalisée sur 499 patients, Li et al ont 
mis en évidence que la combinaison des niveaux d’expression de 24 gènes permettait d’ 
identifier des patients présentant une moins bonne survie globale (Z. Li et al. 2013). Cette 
signature permettait de mieux classer les patients des sous-groupes favorable et intermédiaire-
I et II de la classification 2010 de l’ELN (Figure 17). 
 
 
Figure 17 : Schéma de reclassement des 4 groupes de la classification ELN en 3 groupes selon 
la classification des signatures de 24 gènes d’après (Z. Li et al. 2013) 
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L'expression des microARN permet également de définir un pronostic notamment les 
surexpressions de miR-3151 et de miR-155 qui ont un effet négatif sur la survie (Eisfeld et al. 
2012) (Marcucci et al. 2013). Au contraire, l’expression de miR-181a est associée à une 
augmentation de la survie (Schwind et al. 2010). 
Enfin, même si cela reste un champ encore embryonnaire, les anomalies du protéome 
ou de l’expression de certaines protéines peuvent également être des marqueurs pronostiques. 
Dans une étude sur des LAM de novo de l’adulte, Nicolas et al ont montré que l’augmentation 
de l’expression intracellulaire de la protéine S100A8 était associée à un pronostic défavorable 
avec une survie globale plus courte (Nicolas et al. 2011). 
 
1.3.4 Intérêt des analyses de séquençage haut débit pour la classification pronostique et 
clinique des patients 
 
Le paysage moléculaire des altérations génétiques mises en évidence par les techniques 
de séquençage haut débit a montré la complexité moléculaire des LAM, caractérisée par un 
pattern important de gènes pouvant être mutés dans les LAM, mutations pouvant coexister chez 
un même patient ou être mutuellement exclusives. La diversité des combinaisons entre ces 
gènes (selon leur statut muté/non muté) pose la question de la possibilité d’une classification 
purement génomique des LAM et de l’intégration de cette diversité génomique dans la 
stratification des patients au diagnostic.  
Dans l’étude de Papaemmanuil et al, les auteurs ont analysé le statut mutationnel de 
111 gènes impliqués en cancérologie chez 1540 patients atteints de LAM au diagnostic. Ce 
travail a permis d’identifier 5234 mutations parmi 76 gènes. 96% des patients présentaient au 
moins 1 mutation driver et 86% en présentaient 2 ou plus (Papaemmanuil, Döhner, et Campbell 
2016). La fréquence des mutations et la répartition des patients selon la classification 
pronostique de l’ELN sont représentées dans la Figure 18, soulignant que le statut d’un seul 
gène ne permet pas une classification définitive du patient. 
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Figure 18 : Représentation graphique de la distribution de la classification de l’ELN selon les anomalies « driver ». 
Chaque barre représente une anomalie « driver ». Les couleurs de chaque barre indiquent le risque moléculaire selon 
la Classification de l’ELN. D’après (Papaemmanuil, Döhner, et Campbell 2016) 
Sur la base des patterns d’expression et de co-expression (ou d’exclusion mutuelle) de 
ces gènes, les auteurs ont pu identifier 11 sous-groupes distincts de patients définis par soit la 
présence d’une anomalie cytogénétique récurrente (t(15,17) ; inv(16)..), soit par la présence 
d’une mutation dans un gène isolé ( NPM1, TP53, CEBPA)  ou par la présence de mutations 
dans un ensemble de gènes impliqués dans une fonction particulière (structure de la chromatine, 
gène de l’épissage) (Figure 19). Ces 11 sous-groupes présentaient des caractéristiques cliniques 
et une survie globale différente d’intérêt pour leur prise en charge thérapeutique.  En plus, des 
groupes déjà précédemment identifiés, 3 nouveaux sous-groupes pronostiques ont pu être 
identifiés : les LAM avec mutations TP53, les LAM avec mutations d’IDH2 R172 et un groupe 
de patients présentant des mutations dans des gènes codant pour des régulateurs de la 
chromatine et/ou de l’épissage des ARN. Cette répartition permettait de classer plus de 85% 
des patients et de prédire le pronostique pour plus de 70% des patients démontrant la potentialité 
de ces analyses pour la classification des patients. 
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Figure 19 : Classification selon 11 sous-groupes. 1 332 (86%) des 1540 patients atteints de LAM ont été classés avec un 
chevauchement minimum entre les catégories d’après (Bullinger, Döhner, et Döhner 2017) 
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2 Espèces réactives de l’oxygène ou « Reactive Oxygen Species » (ROS) 
 
2.1 Généralités 
 
Les ROS sont des espèces réactionnelles dérivant de l’oxygène moléculaire. Elles 
comprennent une variété d’espèces tels que des radicaux libres (anion superoxyde O2 •- , radical 
hydroxyle OH•…) et des espèces non radicalaires (H202…). L’anion superoxyde O2 •- a une demi-
vie très courte. Il est hautement réactif et génère d’autres ROS telles que le peroxyde 
d’hydrogène H2O2, radicaux peroxyl, peroxynitrite... Le peroxyde d’hydrogène H202 peut lui-
même générer des radicaux hydroxyles par la réaction de Fenton en présence de cations 
métalliques (Fe2+…) (Figure 20). Le radical hydroxyle est le plus réactif des ROS, capable de 
générer des effets délétères sur l’ADN, les protéines ou sur les lipides. 
 
Figure 20 Schéma représentant les principales ROS et leur devenir. SOD= Superoxyde dismutase ; GSH=glutathion 
réduit ; GSSG=glutathion oxydé ; GPX=Glutathion Peroxydase. 
 
2.2 La production des ROS 
 
Il existe plusieurs sources de ROS au sein de la cellule. Parmi elles, on retrouve les deux 
producteurs principaux de ROS : les NADPH oxydases et la mitochondrie. 
 
2.2.1 Les NADPH oxydases (NOX) 
 
Les NADPH oxydases sont une famille de protéine transmembranaire comprenant 7 
membres (NOX1, NOX2, NOX3, NOX4, NOX5, and DUOX1 and DUOX2) (Figure 21). 
Toutes agissent comme une chaîne de transport d'électrons utilisant le NADPH cytosolique 
comme donneur d'électrons et de l’oxygène comme électron accepteur. Elles produisent ainsi 
l’anion superoxyde O2 •- à l’exception de la DUOX1 et NOX 4 qui produisent de l’H202 
(Maghzal et al. 2012). 
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Figure 21 : Composition des 7 isoformes de NOX. Elles sont composées d’une sous-unité catalytique (en vert) et de 
partenaires de stabilisation membranaire comme p22phox ou DUOXA1/2 (en rouge), et plus ou moins d’organisateurs 
cytoplasmiques comme p40phox (en orange) , et de GTPases comme RAC1 et RAC2 (en bleu) d’après(Drummond et 
al. 2011) 
Leur activité est hautement régulée. Ainsi, les NOX1, NOX2, NOX3 nécessitent des 
facteurs cytosoliques pour une activation complète alors que NOX4 génère des ROS de manière 
constitutive. Par exemple, la NOX2 nécessite pour son activité la présence de 2 protéines 
transmembranaires (NOX2 and p22phox), les facteurs cytosoliques (p47phox, p67phox et 
p40phox), et la GTPase RAC1. La Figure 22 montre la distribution des différents NOX en 
fonction des tissus (Paul S. Hole et al. 2010). NOX2 est majoritairement présente dans les 
polynucléaires neutrophiles à l’origine de leur fonction dans le burst oxydatif et la bactéricidie. 
Les macrophages expriment également la NOX2 et ses constituants fonctionnels mais 
également d’autres NOXs (Bedard et Krause 2007). A noter, les progéniteurs hématopoïétiques 
CD34+ expriment les NOX1, 2 et 4. Il existe des stimulateurs de NOX tels que le PMA qui agit 
via l’activation de la Protéine Kinase C. Toutefois, la NOX4 est constitutivement activée et 
n’est pas induite par le PMA a contrario des NOX1 et NOX2. 
 
 
Figure 22 : Distribution tissulaire des différents NOX d’après (P. S. Hole, Darley, et Tonks 2011) 
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2.2.2 La mitochondrie  
 
La production des ROS par la mitochondrie est en lien direct avec sa production 
d’énergie via la chaîne de transport d’électron. Certaines comparent cette émission de ROS 
mitochondriales à une centrale nucléaire qui « fuirait ».  
La mitochondrie est un organite de 1µm de diamètre environ, délimité par une 
membrane externe et une membrane interne, délimitant l’espace intermembranaire. La 
membrane interne forme des invaginations appelées les crêtes mitochondriales, riche en 
enzymes intervenant dans la chaîne respiratoire de transport des électrons. La membrane interne 
est le siège de la phosphorylation oxydative, un processus qui permet la production d’ATP via 
la chaîne respiratoire, et l’ATP synthase (Mitchell 1961). La chaîne respiratoire est constituée 
de quatre complexes enzymatiques (Figure 23) :  
 
Figure 23 : Illustration de la chaîne respiratoire constituée des 4 complexes mitochondriaux d’après (Suomalainen et 
Battersby 2017) 
Le complexe I (ou NADH-ubiquinone oxydoréductase) 
Cette pompe à protons couple l’oxydation du NADH à la réduction de l’ubiquinone et  
représente l’un des deux sites mitochondriaux de production de ROS (Kwong et Sohal 
1998). 
Le complexe II (ou succinate-ubiquinone oxydoréductase) 
Il catalyse l’oxydation du succinate en fumarate. 
Le complexe III (ou complexe bc1 ; ubiquinol-cytochrome c réductase)  
Il constitue la deuxième pompe à protons de la chaîne respiratoire. 
Le complexe III est également le deuxième site de production de ROS (Kwong et 
Sohal 1998). 
 44 
 
Le complexe IV (ou cytochrome oxydase) 
Cette pompe à protons catalyse l’oxydation du cytochrome c ferreux. 
 
ATP synthase (Complexe F0-F1)  
Parfois appelé complexe V, l’ATP synthase permet la conversion de la différence de 
potentiel électrochimique en énergie chimique (ATP). 
 
L’anion superoxyde produit par la mitochondrie dépend majoritairement du cytochrome 
b au complexe III et de la NADH-ubiquinone oxydoréductase (complexe I) de la chaîne de 
transport des électrons mitochondriale. Etant donné que le gradient de proton est couplé à la 
conversion de l’ADP en ATP, la production de ROS mitochondriale est augmentée si la 
concentration en ADP est faible (Dröge 2002). Outre l’ADP, les principaux facteurs 
modulateurs de l’émission de ROS mitochondriales sont la disponibilité en substrat, et 
l’oxygène. Dans plusieurs types cellulaires dans des conditions de repos, les ROS 
mitochondriales sont émises sous forme de flashs associés à une ouverture de pores de transition 
de la perméabilité mitochondriale (X. Wang et al. 2012).  
 
2.2.3 Autres producteurs de ROS 
 
D’autres enzymes produisent physiologiquement des ROS telles que le cytochrome 
P450, les cyclo-oxygénases, les lipo-oxygénases et la xanthine oxydase (Figure 24). Compte 
tenu de leurs rôles mineurs, ces systèmes ne seront pas développés dans ce manuscrit.  
 
Figure 24 : Sources potentielles de ROS. De nombreuses enzymes, y compris celles de la chaîne mitochondriale de 
transport d'électrons, la xanthine oxydase, les cyclooxygénases, les lipo-oxygénases, les myélopéroxydases, la 
cytochrome P450 monooxygénase, NOS non couplées, les hème oxygénases, peroxydases et les NAD (P) H oxydases, 
produisent des ROS. D’après (Griendling et FitzGerald 2003). 
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2.3  Les systèmes de régulations ou systèmes antioxydants 
 
Les systèmes anti-oxydants permettent de contrôler la production de ROS, de retarder 
ou d’empêcher les actions délétères des radicaux libres. Un déséquilibre entre la formation de 
ROS et les défenses antioxydantes entraine un état de stress oxydatif. Les systèmes de défenses 
et de régulations de l’équilibre redox sont nombreux.   
Classiquement, on distingue les systèmes non enzymatiques et enzymatiques.  
 
2.3.1 Les systèmes non enzymatiques 
 
Les antioxydants non enzymatiques piègent directement les radicaux libres et les 
désactivent. Toutefois, un « bon » antioxydant doit un bon « capteur » de radicaux libres mais 
doit être régénéré in vivo de manière à jouer plusieurs fois son rôle. 
On en distingue plusieurs : 
• Les thiols porteurs d’une fonction SH dont le glutathion (GSH) capable d’être synthétisé 
in vivo 
• Les antioxydants d’origine alimentaire hydrosolubles tels que l’acide ascorbique 
(vitamine C), ou liposolubles tels que l’α-tocophérol (vitamine E), le β-carotène, l’acide 
caféique et quercétine (Figure 25). 
 
Figure 25 : Les antioxydants d’origine alimentaire d’après (Gardès-Albert et al. 2003) 
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2.3.2 Les systèmes enzymatiques 
 
Ces enzymes antioxydantes sont associées en partie à des oligo-éléments agissant 
comme cofacteurs (sélénium…) et sont situées à proximité des sites de production de ROS.  
On distingue trois enzymes antioxydantes (Figure 20) : 
- La catalase (CAT)  
Elle assure la réduction du peroxyde d’hydrogène en libérant de l’oxygène 
- La superoxyde dismutase (SOD) : 
Elles sont indispensables à la vie aérobie et catalysent la dismutation du radical superoxyde 
en peroxyde d’hydrogène. Il existe plusieurs isoformes de la SOD : 
 
• la forme à manganèse Mn SOD présente dans la mitochondrie 
 
• la forme cuivre-zinc Cu Zn SOD présente dans le cytosol et le milieu extracellulaire. 
NB : Les globules rouges contiennent la forme cuivre-zinc Cu Zn SOD autrement 
appelée SOD érythrocytaire. 
 
- Les glutathions peroxydases (GPX) 
Les GPXs sont toutes des enzymes à sélénium. Elles utilisent le glutathion réduit comme 
cofacteur afin de réduire le peroxyde d’hydrogène. Ils existent 5 isoformes GPX1 à 4 et GPX 
6. Les GPX1 et 2 sont cytosoliques. La GPX3 est sécrétée dans le plasma, et utilise la 
thiorédoxine comme cofacteur en plus du glutathion. Les GPX4 et GPX6 sont respectivement 
présentes au niveau de la muqueuse gastro-intestinale et des muqueuses olfactives. 
 
 
2.4 Espèces réactives de l’oxygène et leucémies aigues myéloïdes 
 
2.4.1 Etat redox dans les LAM 
 
La production excessive de ROS a été décrite depuis longtemps dans les hémopathies 
myéloïdes malignes, aigues ou chroniques (LMC) et dans les rechutes de LAM (F.-L. Zhou et 
al. 2010). L’excès de ROS cause un stress oxydatif et induit de nombreux dommages cellulaires 
(exemple : cassures de l'ADN) qui participent à la progression leucémique (Sallmyr et al. 2008). 
Dans 60% des LAM, une surproduction de ROS attribuable à la NOX a été mis en évidence (P. 
S. Hole et al. 2013). La NOX2 ainsi que la NOX1 jouent un rôle sur la croissance cellulaire de 
lignées leucémiques présentant des mutations de tyrosine kinase (JAK2V617F, FLT3-ITD, 
BCR-ABL…) (Reddy et al. 2011). Dans les modèles cellulaires FLT3 mutés, la NOX4 produit 
les ROS à l’origine de cassure double brin de l’ADN et participent à la leucémogenèse (Jayavelu 
et al. 2016) (Stanicka et al. 2015). Paradoxalement, les traitements de chimiothérapie standards 
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entrainent l’apoptose par un état pro-oxydant (Udensi et Tchounwou 2014)  (P. S. Hole, Darley, 
et Tonks 2011). Par ailleurs, une diminution du métabolisme du GSH associée à des niveaux 
de SOD2 plus faibles dans les cellules leucémiques CD34+ ont été décrits par rapport aux 
cellules CD34+ normales (Pei et al. 2013). De plus, la même étude montre que des niveaux de 
GPX sont nettement plus élevés dans les cellules leucémiques (Pei et al. 2013). D'autres études 
ont montré que les taux de GPX3 sont corrélés positivement avec le pronostic négatif de la 
LAM (Herault et al. 2012). 
 
2.4.2 Modifications redox-dépendantes dans la leucémogenèse et les LAM  
 
Physiologiquement, les CSH prolifèrent dans la partie la plus hypoxique de la moelle et 
leur différenciation suit grossièrement le gradient d'oxygène (de 1 à 6%) présent dans la niche 
hématopoïétique. Ce faible niveau des ROS est nécessaire : les ROS agissent comme des 
effecteurs activant la différenciation modulant l'état de quiescence et l'auto-renouvellement (P. 
S. Hole, Darley, et Tonks 2011). Les niveaux de ROS régulent donc les facteurs de transcription 
comme FOXO3, GATA-1, NFE2 et jouent donc un rôle déterminant dans l’engagement ou le 
déroulement des processus de maturation et différenciation des cellules souches 
hématopoïétiques (Eliasson et Jönsson 2010). Les blastes, à l’inverse des CSH normales, se 
distinguent par leur incapacité à se différencier, même en présence d'un niveau élevé d'oxygène. 
Toutefois, les mécanismes existants entre la production de ROS et la progression leucémique 
sont encore incomplètement compris. Les perturbations des activités anti-oxydantes, 
notamment celles sous la dépendance des facteurs de transcription FOXO, peuvent induire un 
environnement propice à la génération de clones tumoraux. Un excès de production de ROS via 
l'activation de NOX2 (Paul S. Hole et al. 2010) a été montré dans les cellules CD34+ exprimant 
la mutation RAS. Il en est de même avec la mutation FLT3-ITD et NOX4 (Jayavelu et al. 2016). 
Parmi les autres possibilités, l’inactivation de la phosphatase PTEN par H2O2 pourrait favoriser 
l’activation de la voie AKT décrite dans les LAM. L’expression de la protéine RUNX1-
RUNX1T1, associée à la t(8 ;21), entraine une augmentation ROS-dépendante de la survie et de 
la prolifération des précurseurs hématopoïétiques (P. S. Hole, Darley, et Tonks 2011). Enfin, 
les mutations IDH1/2 s’accompagnent d’une réduction de synthèse du glutathion, secondaire à 
la baisse de production de NADPH, qui pourrait augmenter l’effet délétère des ROS induites 
par la surproduction du 2-hydroxyglutarate (2HG) (Figueroa et al. 2010). Ainsi, les conditions 
sensiblement pro-oxydantes conduisent généralement à la mort cellulaire, mais les 
modifications géniques et autres, présentes dans les clones leucémiques, permettent leur survie 
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et leur prolifération. Le développement blastique pourrait donc être la conséquence d’une 
déficience de détection, de réponse et/ou d'intégration des signaux induits par la pression 
partielle en oxygène et le niveau du potentiel redox. 
 
2.4.3 Implication des ROS mitochondriaux dans les leucémies aigues myéloïdes 
 
Les ROS générées par les mitochondries semblent être « un sous-produit inévitable » de 
la chaîne de transport d’électrons et participent à la signalisation redox dans les cellules 
normales (Orrenius 2007). Toutefois, les ROS mitochondriales peuvent également favoriser le 
processus tumoral en induisant des lésions de l’ADN nucléaire ou mitochondrial (Sabharwal et 
Schumacker 2014). Par ailleurs, les mutations de l'ADN mitochondrial entrainent un déficit de 
l’activité de la chaîne respiratoire mitochondriale et sont associées à une surproduction de ROS 
(Kaori Ishikawa et al. 2008). De nombreuses études ont observé une augmentation des ROS 
mitochondriales induites par les traitements anti-leucémiques lors des phénomènes d’apoptose 
(E. A. Lee et al. 2015) mais peu d’études ont étudié le rôle physiopathologique des ROS 
mitochondriales dans la leucémogenèse. Les ROS mitochondriales émises par les blastes 
CD34+ semblent plus faibles que celles produites par les CD34+ normaux (P. S. Hole et al. 
2013).  
 Cependant, l’émission de ROS mitochondriaux est plus ou moins directement corrélée 
à l’activité mitochondriale. En effet, la mitochondrie joue un rôle clé dans le métabolisme ainsi 
que dans de nombreux processus tels que l’apoptose, l’homéostasie calcique. Ainsi, les 
mitochondries dysfonctionnelles sont hautement impliquées dans la cancérogenèse et 
directement ou indirectement dans la réplication des cellules tumorales, l'insensibilité aux 
signaux antiprolifératifs, l'angiogenèse soutenue, l'invasivité, l'évitement de la réponse 
immunitaire (Galluzzi et al. 2010) (Wallace 2012). Les cellules leucémiques sont caractérisées 
par une augmentation de la masse mitochondriale, mais sans augmentation concomitante de 
leur activité respiratoire (Sriskanthadevan et al. 2015) (Liyanage et al. 2017). En effet, bien que 
certaines cellules tumorales basculent leur métabolisme vers la glycolyse aérobie (effet 
Warburg)(Warburg 1956), la plupart des LAM ont recours à la phosphorylation oxydative pour 
subvenir à leurs besoins énergétiques. Le microenvironnement notamment les cellules 
stromales jouent un rôle de donneur de mitochondries via la création de nanotubes (Marlein et 
al. 2017) (Lapalombella 2017). Les cellules leucémiques résistantes à l’aracytine montrent un 
haut recours à la phosphorylation oxydative, une augmentation de la  β-oxydation et une 
hyperexpression du CD36 (Farge et al. 2017). Cibler la synthèse des protéines mitochondriales 
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ou l'oxydation des acides gras induit une diminution du recours à la phosphorylation oxydative 
et semble être une voie thérapeutique prometteuse. 
 
2.5 Dérégulations métaboliques et voies de signalisations oncogéniques dans les 
LAM 
 
2.5.1 Généralités 
 
Parmi les mécanismes fonctionnels impliqués dans l’initiation et la progression des 
clones tumoraux, de nombreux travaux mettent en lumière le rôle particulier des dérégulations 
métaboliques. Les cellules tumorales qui présentent un fort taux de renouvellement lorsqu’elles 
sont en phase de prolifération vont devoir adapter leurs activités métaboliques pour pouvoir 
faire face à leurs besoins anaboliques élevés (nutriments, acides nucléiques, énergie…). 
Warburg a bien montré que dans les cellules cancéreuses, il existait un changement de mode de 
production d’énergie qui favorise une réorientation métabolique de la respiration 
mitochondriale (phosphorylation oxydative) au profit de la glycolyse pour faire face à leurs 
nouveaux besoins (Warburg 1956). 
L’adéquation entre le niveau de production d’énergie et les signaux de prolifération est 
fondamentale pour permettre aux cellules normales ou tumorales de se diviser en adaptant leur 
métabolisme aux besoins inhérents à l’augmentation de leur prolifération. Ce couplage est 
régulé de façon précise dans les cellules normales afin de maintenir cette adéquation. Ainsi, en 
cas de déficit métabolique, la cellule normale doit pouvoir réduire, voire bloquer, une 
prolifération qui serait incompatible avec ses disponibilités en énergie et activités de synthèse. 
Un des contrôleurs majeurs de cette adéquation est représenté par la Kinase mTOR 
(mammalian target of rapamycine). mTOR intègre les signaux mitogéniques en fonction de 
l’état des réserves en nutriments ou en énergie afin de permettre la synthèse de protéines, 
d’acides aminées et de lipides nécessaires à la prolifération cellulaire. Des effecteurs modulent 
l’état d’activation mTOR via la phosphorylation activatrice ou inhibitrice du complexe TSC1-
TSC2. Un des signaux détectés par ce complexe est le niveau d’ATP (donc le niveau d’énergie 
de la cellule). Lorsque la concentration d’ATP intracellulaire diminue, le ratio AMP/ATP est 
modifié entrainant le recrutement de l’AMPK qui va inhiber mTOR, et de ce fait, les signaux 
métaboliques induit par cette voie. Un autre senseur extrêmement important est la concentration 
intra cellulaire d’acide aminés qui va pouvoir réguler le niveau d’activation de mTOR (Hara et 
al. 2002). 
 50 
 
Les cellules tumorales, en réponse aux dérégulations de voies de signalisation 
activatrices associées au processus tumoral, doivent outrepasser ce check-point pour être 
capables de continuer à proliférer même dans un environnement non adéquat. Ainsi, des 
dégulations de la voie de signalisation PI3K/Akt/mTOR sont fréquemment observées dans les 
cancers et dans les LAM (Zoncu, Efeyan, et Sabatini 2011) (Brenner, Andersson Tvedt, et 
Bruserud 2016). Ces dérégulations induisent des signaux de prolifération et de croissance 
cellulaire, mais ont également de façon concomitante un impact important sur l’activité 
métabolique. Akt agit sur le métabolisme glucidique notamment via l’augmentation de la 
captation du glucose, sur le métabolisme des acides gras. De plus, Akt stimule fortement 
l’activité de mTOR, directement ou via l’inhibition du complexe TSC1-TSC2, favorisant ainsi 
les processus de synthèse protéique et lipidique même en condition de carence énergétique. De 
même, la protéine p53, dont le gène est fréquemment muté ou inhibé dans les tumeurs, est un 
important régulateur du métabolisme soulignant les liens étroits entre dérégulation de la 
prolifération et modifications métaboliques dans les cellules tumorales (Cairns, Harris, et Mak 
2011). 
2.5.2 Les ROS comme modulateurs du métabolisme 
 
De façon très intéressante, quelques études montrent que les ROS, en plus de leur action 
sur la prolifération/différenciation des cellules, seraient capables de moduler certaines voies 
métaboliques. L’inhibition des ROS par des antioxydants ou par des siRNA de NOX2 
entrainent  une diminution du transport du glucose, et de la survie (Maraldi et al. 2009). 
 
2.5.3 Le métabolisme tumoral comme modulateur de l’équilibre redox dans les LAM 
 
Inversement, les dérégulations métaboliques retrouvées dans les LAM participent à la 
dérégulation de l’équilibre redox. Un exemple très significatif de l’impact oncogénique des 
dérégulations métaboliques est celui des mutations somatiques IDH1/2 (Figueroa et al. 2010). 
Comme mentionné précédemment, les mutations somatiques sont responsables de la production 
d’un métabolite particulier, le 2HG à la place du métabolite α-cétoglutarate. Récemment, 
Losman et al., ont confirmé in vitro que l'énantiomère (R)-2HG induit la transformation 
leucémique par sa capacité d'onco-métabolite à favoriser la croissance indépendamment des 
cytokines et le blocage de la différenciation induit par l’EPO. L'inhibition de sa production 
montre une réversibilité de l'effet induit (Losman et al. 2013). Ce déséquilibre métabolique 
favorise donc le processus leucémique. En parallèle, l’altération de la fonction enzymatique 
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normale des IDH1/2 s’accompagne d’une réduction de synthèse du glutathion, secondaire à 
l'augmentation de la consommation de NADPH, l'ensemble diminuant les capacités anti-
oxydantes des cellules (Reitman et al. 2011) (Figure 26).  
 
 
Figure 26 : Impact des mutation IDH1/2, des ROS sur les cellules souches leucémiques d’après (Abdel-Wahab et 
Levine 2010) 
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3 La protéine S100A8 
 
3.1 Généralités 
 
La protéine S100A8 humaine est une protéine de faible poids moléculaire (10,8 kDa) 
formée de 93 acides aminés. Autrement appelée, MRP8 pour « Myeloid Related Protein » ou 
calgranuline A, la protéine S100A8 appartient à la famille des protéines S100 qui compte une 
vingtaine de membres (Donato et al. 2013) (Bresnick, Weber, et Zimmer 2015). Comme la 
plupart des gènes codant pour les protéines de la famille S100, le gène codant pour la protéine 
S100A8 est localisé sur le chromosome 1q21. Les membres de cette famille contiennent une 
structure commune formée de 2 motifs « EF-hand », eux même constitués de 2 chaînes alpha 
séparées d’une boucle peptidique dans lequel se loge l’ion calcium (Figure 27 ;Figure 28). Les 
2 motifs « EF-hand » ne sont pas strictement identiques au sein des protéines S100. En effet, 
au niveau N-terminal, un pseudo motif « EF-hand », caractéristique des membres de la famille 
S100, possède une boucle étendue de 14 résidus d'acides aminés à l’affinité plus faible vis-à-
vis des ions calcium. A contrario, au niveau C-terminal, la boucle comportant 12 acides aminés 
possède une affinité pour le calcium plus importante (Thomas Vogl, Gharibyan, et Morozova-
Roche 2012). Entre les 2 motifs EF-hand, une région charnière variable entre les protéines S100 
qui confèrent souvent l’activité biologique propre aux différentes protéines S100. Comme 
toutes les protéines de la famille S100, la protéine S100A8 peut former des monomères, des 
homodimères ou bien souvent des hétéro-oligomères avec une autre protéine de la famille S100, 
la protéine S100A9 ou MRP14 ou calgranuline B. Le complexe hétéro-oligomèrique 
S100A8/A9 est également connu sous le nom de calprotectine. De nombreuses 
expérimentations qui ont contribué à l’étude de la protéine S100A8 ont utilisé des modèles 
murins. Bien que les loci génomiques codants pour la famille S100 soient hautement conservés 
au cours de l’évolution, les différences entre les espèces doivent faire réfléchir sur les biais de 
l’utilisation des modèles murins (Zimmer et al. 2013). 
 
 
Figure 27 : Structure 2D et composition en acides aminés de la protéine S100A8. Les rectangles rouges et verts 
représentant respectivement les motifs EF-hand N terminal et C terminal d’après(Korndörfer, Brueckner, et Skerra 
2007). 
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Figure 28 : D’après (K. Ishikawa et al. 2000), Représentation « Ribbon » de la protéine S100A8 sous forme 
d’homodimère. Les 2 monomères sont représentés respectivement en rouge et en bleu. Chaque monomère est 
constitué de 2 motifs EF-hand, comportant chacun un ion Ca2+ (sphère jaune). 
 
La protéine S100A8 est également désignée « calgranuline A », reflétant ses propriétés 
de liaison au calcium et sa forte expression dans les granulocytes. En effet, la structure et la 
fonction des protéines S100 sont régulées par la fixation des ions calcium (Figure 29). Par 
ailleurs, la liaison de Zn2+ module également les propriétés structurales de ces protéines (H. 
Lin, Andersen, et Yatime 2016).     
 
Figure 29 : D’après (Bresnick, Weber, et Zimmer 2015), affinité des protéines S100 pour leur cible est dépendante du 
calcium. 
3.2 Expression cellulaire 
 
Physiologiquement, la protéine S100A8 est abondamment exprimée de manière 
constitutive dans le cytoplasme des polynucléaires neutrophiles (PNN) expliquant que cette 
protéine fut longtemps dénommée MRP8 (myeloïd related protein 8) (Hessian, Edgeworth, et 
Hogg 1993). Elle est également retrouvée dans les monocytes mais est absente des lymphocytes 
(Burwinkel et al. 1994) (Carle Ryckman, Vandal, et al. 2003). Son expression est régulée lors 
de la différentiation myéloïde (Lagasse et Clerc 1988) devenant prépondérante lors de la 
différentiation en PNN, alors qu’elle disparait lors de la différenciation des monocytes en 
macrophages dans des conditions physiologiques. Dans des conditions inflammatoires, 
l’expression protéique de la S100A8 et S100A9 est induite dans une grande variété cellulaire 
comme les cellules endothéliales, les macrophages, les ostéoclastes, les kératinocytes, les 
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cellules dendritiques conventionnelles…(Hsu et al. 2009). A noter,  la protéine S100A8 peut 
être retrouvée dans le plasma sanguin et d’autres fluides biologiques (liquides synoviaux, …) 
(Baillet et al. 2010). Par ailleurs, on constate une augmentation de la calprotectine sérique, 
correspondant à l’hétérodimère S100A8/A9, dans de nombreuses pathologies inflammatoires 
chroniques (polyarthrite rhumatoïde, mucoviscidose… ) (Stríz et Trebichavský 2004). La 
calprotectine fécale est également utilisée comme outil diagnostique dans les maladies 
inflammatoires de l’intestin telles que la maladie de Crohn. 
Au niveau subcellulaire, la protéine S100A8 est majoritairement présente au niveau du 
cytoplasme mais se localise également à la surface cellulaire par un phénomène de translocation 
à la membrane (Roth et al. 1993) (Guignard, Mauel, et Markert 1996). Comme de nombreux 
membres de la famille des protéines S100, la protéine S100A8 est capable d’être secrétée. Les 
protéines S100 ne possèdent pas de peptides d’adressage classiquement requis pour la sécrétion 
via le réticulum endoplasmique/Golgi, elles mettent en jeu par un mécanisme de sécrétion 
alternatif (Rammes et al. 1997). Dans le cytoplasme des monocytes, les protéines S100A8 et 
S100A9 sont présentes dans le compartiment endolysosomal majoritairement colocalisées ou 
bien présentes dans des vésicules différentes (Chakraborty et al. 2015). Suite à une élévation 
du calcium intracellulaire entrainant la stimulation des neutrophiles ou des monocytes, la 
protéine S100A8 est transloquée du cytoplasme au cytosquelette et à la membrane plasmique 
de manière calcium-dépendante (Roth et al. 1993) (Guignard, Mauel, et Markert 1996) 
(Rammes et al. 1997). Ainsi, la sécrétion des protéines S100A8 et S100A9 nécessite un réseau 
microtubulaire intact et l’activation par la protéine kinase C.  
 
3.3 Rôle de la protéine S100A8 
 
Pouvant être secrétée, la protéine S100A8 peut à la fois exercer des fonctions intra et 
extracellulaires : 
3.3.1  Rôle intracellulaire  
 
 La synthèse intracellulaire de protéine S100A8 est induite dans de nombreux types 
cellulaires (macrophages, kératinocytes, cellules endothéliales, fibroblastes…) à la suite d’un 
stress cellulaire (Donato et al. 2013). On parle de « stress response gene ». Différents stimuli 
sont décrits notamment des cytokines aux propriétés pro-inflammatoires (TNFα, IL1β, IL6, IL 
22...) ou anti-inflammatoires (IL10…), les espèces réactives de l’oxygène, le facteur induit par 
l'hypoxie (HIF 1), le VEGFA (Vascular endothelial growth factor A),  les ligands du TLR9, les 
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ultraviolets (Ghavami et al. 2009)  (Wolk et al. 2006) (Hsu et al. 2014) (Ahn et al. 2014) 
(Grimbaldeston et al. 2003) (Rodriguez-Barrueco et al. 2015) (Hiratsuka et al. 2006). L’impact 
des glucocorticoïdes est controversé : pour Gebhardt al, la production de S100A8 semble 
inhibée par les glucocorticoïdes (Gebhardt et al. 2002). A l’inverse, d’autres auteurs confèrent 
aux glucocorticoïdes un effet stimulant sur la production de protéine S100A8 (S. Y. Lim et al. 
2009) (Perera, McNeil, et Geczy 2010).  La transcription du gène de la S100A8 (et du gène 
S100A9) est régulée positivement par le facteur de transcription STAT3 découlant de la mise 
en jeu des voies de signalisation impliquant JAK2 (Rodriguez-Barrueco et al. 2015). 
Les fonctions intracellulaires de la protéine S100A8, souvent associée à la protéine S100A9 
sous forme de calprotectine, sont variées : 
• Homéostasie du Calcium : Comme vu précédemment, les protéines S100 sont considérées 
comme des biosenseurs de calcium changeant leur conformation en réponse à l’influx 
calcique et ainsi leur affinité à d’autres protéines intracellulaires. 
• Cofacteur de la NADPH oxydase, la calprotectine entraine ainsi la production d’anion 
superoxyde, (02
.-), espèce radicalaire dérivé de l’oxygène très réactif ( Figure 30 (Claus 
Kerkhoff et al. 2005)). Ce rôle des protéines S100A8/A9 a été décrit dans les PNN à 
l’origine de la destruction des pathogènes phagocytés mais également dans d’autres types 
cellulaires comme les kératinocytes (Benedyk et al. 2007). 
• Modulation du cytosquelette : L’hétérocomplexe S100A8/A9 est impliqué dans la 
polymérisation de la tubuline et ainsi dans le réarrangement du cytosquelette nécessaire à 
la diapédèse et à la migration des PNN (T. Vogl 2004). L’interaction de S100A8/A9 avec 
les microtubules est  dépendante de la voie de signalisation MAPK et est calcium-
dépendante (T. Vogl 2004). Cette interaction avec le cytosquelette permet également sa 
propre sécrétion (C. Ryckman 2004). 
• Régulation de la phosphorylation de certaines enzymes : En effet, la calprotectine joue un 
rôle inhibiteur sur les caséine kinase II et I connue pour leur rôle dans la maturation 
myéloïde (Rammes et al. 1997).  
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Figure 30 : D’après (Claus Kerkhoff et al. 2005), dans un modèle de polynucléaires neutrophiles, les protéines S100A8 
et S100A9 jouent un rôle de cofacteur et de stabilisation du complexe NADPH oxydase, entrainant la production 
d’anion superoxyde. 
 
3.3.2 Rôle extracellulaire  
 
La protéine S100A8, seule ou bien sous forme d’hétéro-oligomère S100A8/A9, est 
présente dans le milieu extracellulaire à la suite de sa sécrétion ou bien d’une lyse cellulaire 
(Atallah et al. 2012) (Voganatsi et al. 2001).  
3.3.2.1 Récepteurs de surface cellulaire 
 
Son activité extracellulaire met en jeu plusieurs récepteurs de surface cellulaire. Les 
récepteurs TLR4 (Toll Like Receptors 4) et récepteurs RAGE (Receptor for Advanced 
Glycation End products) ont été fréquemment impliqués dans la transduction des signaux 
S100A8-dépendant (Yonekawa et al. 2011) (Deguchi et al. 2016) (Ghavami, Rashedi, et al. 
2008). D’autres récepteurs de la protéine S100A8 ou de l’hétéro-oligomère S100A8/A9 ont été 
décrits tels que le Cluster de différentiation (CD36), CD11b/CD18 (Mac-1), le CD69, le 
récepteur MCAM, la neuroplastin-β ou le PAR-2 (C. Kerkhoff et al. 2001) (Carle Ryckman, 
McColl, et al. 2003; Atallah et al. 2012) (Ruma et al. 2016) (C.-R. Lin et al. 2015) (Sakaguchi 
et al. 2016) (Sroussi et al. 2012). D’autres récepteurs de surface restent probablement inconnus 
(Ghavami, Kerkhoff, et al. 2008). 
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3.3.2.2 Fonctions multiples de la S100A8 extracellulaire 
 
Les effets extracellulaires de la protéine A8 ou de l’hétéro-oligomère S100A8/A9 sont 
parfois pléiotropes et contradictoires (effet pro-inflammatoire, anti-inflammatoire, prolifératif, 
pro-apoptotique, inducteur d’espèces réactives de l’oxygène, antioxydant…)(Perera, McNeil, 
et Geczy 2010). Il s’agit d’effet bimodal également retrouvé dans d’autres protéines S100 telles 
que la protéine S100B. En effet, la fixation de la protéine S100A8 extracellulaire induit une 
cascade de signalisation intracellulaire en fonction du type de récepteur stimulé, de la 
concentration en protéine S100A8 ou en hétéro-oligomère, des modifications post- 
traductionnelles et du type cellulaire. Par ailleurs, les fonctions de la S100A8 ou de la 
S100A8/A9 ont souvent été décrits dans les modèles d’inflammations chroniques ou de cancer.  
Ainsi, les fonctions extracellulaires de la protéine S100A8 sont nombreuses : 
• Activité pro-inflammatoire :  
A ce titre, la protéine S100A8 est considérée comme une alarmine autrement nommée 
« signal de danger » ou DAMP (Damage-associated molecular pattern). A l’inverse des 
PAMPs, les DAMPs sont capables d’initier et de perpétuer une réponse immunitaire non 
infectieuse. Ils jouent un rôle primordial dans l’immunité innée. Une élévation des taux sériques 
de S100A8/A9 est retrouvée dans de nombreuses pathologies inflammatoires (psoriasis, 
polyarthrite rhumatoïde, maladies inflammatoires chroniques de l’intestin…).  En outre, des 
modèles couplant la détection de S100A8/A9 à un système d’imagerie optique, permettent de 
détecter les processus inflammatoires ou immunologiques locaux ou systémiques de manière 
très sensible (Thomas Vogl et al. 2014). 
Acteur majeur de l’inflammation aigue, la protéine S100A8 amplifie la réponse 
inflammatoire par la sécrétion des cytokines pro-inflammatoires (TNFα, IL 6…) via sa liaison 
au récepteur TLR4-MD2 et l’induction de la voie NF-κB et MAPK (Thomas Vogl et al. 2007). 
Le récepteur TLR4 est également activé par l’hétéro-oligomère S100A8/A9 (Thomas Vogl et 
al. 2007; J. Wang et al. 2015; Yonekawa et al. 2011). Cette activité pro-inflammatoire a été 
démontrée sur des cellules de l’immunité innée telles que les cellules phagocytaires (PNN, 
monocytes) (Simard et al. 2013) et sur les cellules endothéliales (Viemann et al. 2005). S100A8 
est un acteur de l’immunité innée et participe à l’activation de l’inflammasome NLRP3 de 
manière dépendante des ROS (Simard et al. 2013). 
Outre son activité dans la sécrétion cytokinique, son activité pro-inflammatoire permet 
également  le recrutement, la régulation de l'adhésion et de la migration de leucocytes (Carle 
Ryckman, McColl, et al. 2003) (Viemann et al. 2005) (Pruenster et al. 2015) (J. Wang et al. 
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2015). Le processus d’adhésion cellulaire, favorisant notamment l’adhésion des PNN aux 
cellules endothéliales, est médié par la fixation de S100A8/A9 sur le récepteur TLR4 des PNN. 
Il existe une boucle autocrine où S100A8/A9 est sécrétée par les PNN, et se fixe sur leurs 
récepteurs induisant l’activation de Rap1-GTPase et une modification de la conformation des 
β2 intégrines présentes à la surface des PNN (Pruenster et al. 2015) (Figure 31). Le processus 
d’adhésion a aussi été décrit via l’interaction entre S100A8 et Mac-1 (CD11b/CD18) (Carle 
Ryckman, McColl, et al. 2003).  
Figure 31 : D’après (Pruenster et al. 2015), boucle autocrine et régulation de la β2 intégrine. Lors de la migration des 
PNN, ceux-ci roulent sur la paroi des vaisseaux (phénomène de « Rolling »). Les interactions entre la E selectin 
présente à la surface des cellules endothéliales et les PNN, entrainent la sécrétion de S100A8/A9.  La protéine 
S100A8/A9 libérée se lie au récepteur TLR4 exprimé à la surface des PNN, ce qui déclenche l'activation de Rap1 
(Rap1-GTP) conduisant à une activation des PNN. Le PNN activé exprime alors une β2 intégrine de forte affinité. 
 
Le processus de recrutement cellulaire passe également par le récepteur TLR4 via 
TRIF et permet la production d’IP10, agissant comme un chimioattractant notamment pour les 
lymphocytes (J. Wang et al. 2015) (Figure 32). Cette activité pro-inflammatoire a été 
majoritairement décrite avec de faibles concentrations en S100A8 (<25µg/ml). 
 
Figure 32 : D après (J. Wang et al. 2015, n), schéma représentant les voies de signalisation mises en jeu pour la 
production d'IP-10 via la fixation de S100A8/A9 sur le récepteur TLR4. La fixation de S100A8/A9 active TLR4 et 
TRIF en aval, puis entraine l'activation des voies IKKα/β -NF-kB et TBK1-IKKƐ-IRF3, initiant la production d'IP-10 
dans les macrophages. L'IP-10, un chimioattractant attire les lymphocytes vers les sites d'infection. 
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• Rôle dans la tolérance phagocytaire :  
Comme décrit précédemment, les protéines S100A8 et S100A9 extracellulaires sont 
exprimés en grande quantité dans les chocs non septiques (Austermann et al. 2014)  
• Antimicrobienne : 
 Libéré dans le milieu extracellulaire par les phagocytes, l’hétérodimère S100A8/A9 
chélate les ions Zn2+ et Mn2+, métaux essentiels pour les pathogènes bactériens (Ghavami et al. 
2009). Toutefois, cette activité antimicrobienne semble prépondérante avec l’hétérodimère car 
l’affinité pour le zinc est plus faible avec l’homodimère S100A8 (Sohnle et al. 2000; 
Korndörfer, Brueckner, et Skerra 2007). 
• Croissance cellulaire :  
Cet effet est observé avec de faibles concentrations en S100A8 ou S100A8/A9. Chez 
les PNN, l’effet est décrit via TLR4 et CD11b/CD18  et la voie de signalisation MEK-ERK 
(Atallah et al. 2012). Cet aspect sur la croissance cellulaire de la S100A8/A9 a également été 
observé dans des lignées tumorales mettant de jeu le récepteur RAGE (Ghavami, Rashedi, et 
al. 2008).  
• Mort cellulaire liée à plusieurs mécanismes (Figure 33) : 
• Apoptose par déplétion en Zn2+ nécessaire au fonctionnement de nombreuses enzymes. 
La déplétion en zinc induit l’apoptose via la voie caspase 3 (Seeliger et al. 2003) (Figure 33). 
Toutefois, comme vu précédent, cette activité semble plutôt observable avec l’hétérodimère que 
la protéine S100A8. 
• Apoptose (Ghavami et al. 2010). 
Le phénomène d’apoptose a été décrit à partir de nombreux modèles tumoraux  (Yui, 
Nakatani, et Mikami 2003). La mort cellulaire programmée ou apoptose est induite à de fortes 
concentrations de S100A8/A9 (50-250µg/ml) (Ghavami, Kerkhoff, et al. 2008). 
L’hétérodimère S100A8/S100A9 réduit le potentiel membranaire mitochondrial, provoquant la 
libération de Smac/Diablo et Omi/HtrA2 (sans cytochrome c) induisant la mort cellulaire en 
modifiant l'équilibre entre les protéines pro et antiapoptotiques (Ghavami, Kerkhoff, et al. 
2008). Le récepteur RAGE n’est pas impliqué dans ce mécanisme. 
• Autophagie  
Le traitement des cellules avec S100A8/A9 provoque la translocation de BNIP3, un 
membre de la famille Bcl2, à la mitochondrie et induit une augmentation des ROS, l’autophagie 
et l’apoptose (Ghavami et al. 2010). L’autophagie induite par la S100A8 semble être 
dépendante du récepteur RAGE(M. Yang et al. 2014). 
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Figure 33 : D’après (Ghavami et al. 2009), rôle de l’hétéro-oligomère S100A8/A9 dans l’apoptose. A. par séquestration 
du Zinc entrainant un clivage de la pro-caspase. B. Par dimérisation de Bak et Bax et leur translocation à la 
mitochondrie entrainant la réduction du potentiel de membrane mitochondriale associée l’inhibition de la fission 
mitochondriale favorisant le relargage de Smac/Diablo et Omi/HtrA2. 
3.4 S100A8 et cancers 
 
Les protéines S100A8 et S100A9 contribuent à la croissance tumorale au 
développement de métastases, à l’angiogenèse et à l’échappement immunitaire dans une grande 
variété de cancers dont des cancers « solides » (sein, prostate, peau, digestif…) et 
hématologiques (SMD, LAM…). 
 
3.4.1 S100A8 et « cancers solides » 
 
Comme décrit précédemment, les fonctions de la protéine S100A8 se distinguent en 
fonction de sa localisation intracellulaire ou extracellulaire. L’expression des protéines S100A8 
et S100A9 est up régulée dans plusieurs types tumorales (sein, prostate, colon, mélanome…).  
Dans les hépatocarcinomes, des hypométhylations des îlots CpG de S100A8 ont été retrouvées  
et associées à une diminution de la survie globale (K. Liu et al. 2016). De même, dans les 
cancers du sein, l’expression de S100A8 par les cellules tumorales est associée à un phénotype 
agressif (Moon et al. 2008) . 
Outre son rôle intracellulaire, la protéine S100A8 est un acteur clé de l’inflammation. 
Or, l’inflammation joue un rôle versatile dans la cancérogenèse. Ainsi, l’inflammation aiguë 
garantit une protection vis-à-vis des cellules tumorales. Cependant, cette action anti-tumorale 
peut être dépassée contribuant ainsi au développement de la masse tumorale associée à une 
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inflammation chronique délétère. Ce caractère ambivalent de l’inflammation s’applique 
également à la protéine S100A8 pouvant jouer un rôle anti-tumoral ou a contrario pro-tumoral. 
3.4.1.1 Rôle protumoral  
 
Ainsi, la protéine S100A8 ou l’hétéro-oligomère S100A8/A9 agissent par plusieurs 
mécanismes soit un rôle direct sur les cellules tumorales, soit indirectement par la formation 
d’une niche tumorale propice à la cancérogenèse : 
• Prolifération : 
 Ce mécanisme prolifératif a été décrit pour de faibles concentrations en S100A8/A9 
dans de nombreux modèles tumoraux (colon, sein, neuroblastome…)(Ichikawa et al. 2011) 
(Ghavami, Rashedi, et al. 2008) et induit la promotion tumorale par l'activation de la voie 
MAPK et NF-κB. Ce mécanisme est dépendant du récepteur RAGE et a également été décrit 
via le récepteur MCAM (Ruma et al. 2016). 
• Migration cellulaire induite par la S100A8 
Cette action touche les cellules tumorales et les macrophages et découle de l’interaction 
via le récepteur TLR4-MD-2, de la translocation de MYD88 et de l’activation de la voie NF-
κB (Deguchi et al. 2016). 
• Formation de la niche pré-métastatique 
La protéine S100A8 exerce un rôle immunosuppressif via les cellules myéloïdes 
suppressives (en anglais myeloid-derived suppressor cells, MDSC). Les MDSC sont des 
cellules immunitaires, d'origine myéloïde proches des monocytes mais dont les propriétés sont 
immunosuppressives. Les MDSC humaines sont souvent définies comme monocytaires 
(CD33+) et immatures (HLA-DR-) ou encore comme CD14- et CD11b+ (Parker, Beury, et 
Ostrand-Rosenberg 2015). Les exosomes dérivés de MDSC contiennent l’hétéro-oligomère 
S100A8/A9 (Burke et al. 2014). Les protéines S100A8 et S100A9 secrètées par les MDSC, 
présentes au sein de tumeurs ou des sites métastatiques, induisent une boucle autocrine qui 
favorise l’accumulation des MDSC au sein de la niche tumorale (Ichikawa et al. 2011) (Figure 
34). Chez les souris n’exprimant pas RAGE, une réduction de la croissance tumorale et du 
nombre de MDSC soulignent l’implication de RAGE dans le recrutement des MDSC (Sinha et 
al. 2008) (Vernon et al. 2013). De plus, les protéines S100A8 et S100A9 participent à la création 
d’une niche pré-métastatique distante de la tumeur primitive (Hiratsuka et al. 2008) (Hiratsuka 
et al. 2006). Cette niche pré-métastatique peut être mise en évidence en couplant à un système 
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d’imagerie (tomographie par émission d'un photon) à la détection S100A8/A9 (Eisenblaetter et 
al. 2017) , et offre des possibilités d’utilisation en oncologie clinique. 
 
Figure 34 : d’après (Srikrishna 2011), S100A8/A9 dans la progression tumorale. 1.Génération de MDSC via l’arrêt de 
la différenciation via S100A9.2. MDSC synthétisent et secrètent S100A8/A9 ainsi que des récepteurs de l‘hétérodimère 
S100A8/A9 qui provoquent l’activation d’une boucle autocrine et le recrutement des MDSC. 3. A faibles 
concentrations, S100A8/A9 agit sur les cellules tumorales via RAGE. 4 &5 Activation de gènes pro-tumoraux, de la 
prolifération et migration cellulaire. 6. Des facteurs dérivés de la tumeur induisent l’expression de S100A8/A9 au 
niveau d’organes distaux. 7.Formation de la niche pré-métastatique. 
 
3.4.1.2 Rôle antitumoral 
 
Comme vu précédemment (3.3.2.2. Fonctions multiples de la protéine S100A8 
extracellulaire), la protéine S100A8 ou l’hétérodimère S100A8/A9 sont capables d’induire la 
mort cellulaire par apoptose notamment à fortes concentrations, par un mécanisme indépendant 
du récepteur RAGE (Ghavami, Kerkhoff, et al. 2008) (Yui, Nakatani, et Mikami 2003) ou par 
autophagie (Ghavami et al. 2010) .  
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3.4.2 S100A8 et désordres hématologiques 
 
Outre leurs rôles en cancérologie solide, les protéines S100A8 et S100A9 ont été 
décrites dans des hémopathies, majoritairement myéloïdes tels que les syndromes 
myélodysplasiques, considérés comme des états pré-leucémiques et les leucémies aigues 
myéloblastiques mais également dans les leucémies aigues lymphoblastiques  (Spijkers-
Hagelstein et al. 2012).  
 
• Dans les syndromes myélodysplasiques : 
 
Leur rôle est soit directement lié aux cellules tumorales ou bien au microenvironnement 
(cellules mésenchymateuses). Une étude transcriptomique comparant l’expression de cellules 
mésenchymateuses CD271+ de donneurs sains versus de différents modèles pré-leucémiques 
(souris déletées en gène SBDS, patients atteints de MDS bas risque ou d’anémie de Blackfan-
Diamond) a identifié les gènes de la S100A8 et de la S100A9 comme impliqués dans le stress 
génotoxique. La voie de signalisation TLR4-S100A8/A9-p53 induit un stress génotoxique sur 
les progéniteurs hématopoïétiques (Zambetti et al. 2016). L’activation de cette voie par les 
cellules mésenchymateuses du microenvironnement prédit la transformation en LAM ou AREB 
des SMD, indépendamment des facteurs pronostiques habituellement utilisés (score IPSS).  
De plus, des travaux récents confirment l’implication des protéines S100A8 et A9 dans 
les SMD. L’activation de la voie de l’immunité innée p53-S100A8/A9 conduit au défaut de 
différentiation érythroïde (Schneider et al. 2016). Ces résultats de défaut érythropoïétique ont 
été décrits à la fois en cas d’hyperexpression intracellulaire par les érythroblastes, les monocytes 
et macrophages, ou par adjonction de S100A8 recombinante en faible concentration (1µg/ml). 
Les protéines S100A8 et S100A9 contribuent à l’activation de l’inflammasome NLRP3 (Simard 
et al. 2013). La voie S100A9-NLRP3 induit des ROS et conduit à l’activation de la voie β-
caténine et au phénomène de pyropoptose à l’origine de l’hématopoïèse déficiente des SMD 
(A. A. Basiorka et al. 2016). Ce défaut d’érythropoïèse initialement observé dans un modèle 
présentant une délétion 5q, est également retrouvé dans les autres SMD. Dans une cohorte de 
SMD sans délétion 5q, des dosages sériques de S100A9 montrent une corrélation négative entre 
les concentrations d’EPO et de S100A9 (Cluzeau et al. 2017). 
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• Dans les LAM : 
 
 Des études d’expression génique dans les LAM ont identifié que S100A8 et S100A9  
étaient fortement surexprimés dans certains sous-groupes (Cancer Genome Atlas Research 
Network et al. 2013). De plus, la variation des transcrits de S100A8 a été corrélée avec la 
classification FAB plus exprimée dans les LAM M3 et M2 par rapport aux autres LAM (Cui et 
al. 2004). Yang et al retrouvent des niveaux d’expression plus élevés dans les LAM M4 et M5 
par rapport aux sous-types M0 et M1 (X. Yang et al. 2016). Cette présence de S100A8, S100A9, 
et TLR4 dans les leucémies myélomonocytaires et monoblastiques a été confirmée par 
cytométrie en flux et analyse de l’ARN (Laouedj et al. 2017).  Les analyses de survie montrent 
que l’expression de S100A8 intracellulaire est prédictif d’une courte survie dans les LAM de 
novo que ce soit en termes d’expression protéique (Nicolas et al. 2011) ou transcriptomique (X. 
Yang et al. 2016). Cette expression intracellulaire semble associée à une résistance à l’étoposide 
par une stimulation de l’autophagie entrainant la formation de BECN1-PI3KC3 via RAGE (M. 
Yang et al. 2014).  Dans les LAM, les protéines S100A8 et S100A9 extracellulaires semblent 
jouer un rôle contradictoire dans la différenciation des cellules hématopoïétiques. En effet, 
Laouedj et al ont décrit l’implication de S100A9 dans la différenciation  dans les LAM 
myélomonocytiques et monoblastiques via le récepteur TLR4 alors que la protéine S100A8 
semble jouer un rôle dédifférenciant, régulateur et opposé à l’activité de la protéine S100A9 
(Laouedj et al. 2017). L’injection d’anti-S100A8 dans des modèles murins de LAM retarde 
l’apparition des symptômes et augmente la survie. Au contraire, l’utilisation d’un traitement 
anti-S100A9 n’a eu aucun effet. Le rôle dédifférentiant de la protéine S100A8 et 
prodifférenciant de la S100A9 fonctionne uniquement sur les sous-types de LAM4 et LAM5 
de la classification FAB. 
 
3.5 S100A8 et production de ROS  
 
L’adjonction extracellulaire de protéine S100A8 à faible concentration (10µg/ml) 
entraine un effet anti-oxydant sur les PNN humains via leur récepteur PAR-2 (Sroussi et al. 
2012). Cet effet antioxydant a également été décrit dans des modèles de choc septique. 
L’adjonction de protéine S100A8 aux LPS (lipopolysaccharides) dans des modèles murins 
empêche ainsi les dommages oxydatifs tissulaires liés aux LPS (↓T-BARS, ↓ des cellules 
marquées par l’8-hydroxydeoxyguanosine) (S. Y. Lim et al. 2009).  Cet effet extracellulaire 
anti-oxydant semble lié à la présence d’un résidu cystéine hautement conservé  chez la protéine 
S100A8 la rendant sensible à des modifications post-traductionnelles telles que l’oxydation et 
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la nitrosylation (S. Y. Lim et al. 2009). Le milieu extracellulaire étant très oxydant notamment 
lors de processus inflammatoires, les protéines S100A8 et S100A9 sont alors fortement 
exposées aux oxydations lorsqu’elles sont secrétées dans le milieu extracellulaire. La protéine 
S100A8 en interagissent avec les ROS, ou le NO (monoxyde d’azote) avec une forte affinité 
inhibe leurs actions, on parle de « oxidant-scavenger »(Su Yin Lim et al. 2008) (Perera, McNeil, 
et Geczy 2010) (Donato et al. 2013).  
Cette activité antioxydante contraste avec l’effet pro-oxydant de la stimulation 
intracellulaire de la NADPH oxydase par l’hétérodimère S100A8/A9 (Claus Kerkhoff et al. 
2005). Or, la production de ROS notamment l’H2O2 entraine une stimulation des PNN et 
l’induction et la sécrétion de S100A8 et de S100A9  (Tardif et al. 2015). Les ROS, produits par 
les phagocytes stimulés, modifient l’équilibre redox du site inflammatoire favorisant 
l’émergence de molécules antiinflammatoires dans le milieu extracellulaire telles que la 
S100A8 nitrosylée (Su Yin Lim et al. 2008). La S100A8 nitrosylée retarde également l’afflux 
des leucocytes sur le site inflammatoire (Su Yin Lim et al. 2008).  Cette commutation des 
propriétés chimiotactiques de S100A8 en fonction de son statut redox semble s'intégrer dans un 
mécanisme de résolution de l’inflammation.  L’activité pro-oxydante de la protéine S100A8 
peut également être en lien avec son rôle dans l’autophagie et  l’apoptose (Ghavami et al. 2010). 
De même, l’activation de l’inflammasome NLRP3 par les protéines S100A8 et S100A9 est 
médiée par une activation ROS dépendante de la voie NF-κB (Simard et al. 2013). 
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Objectif du travail de thèse 
 
Les LAM représentent un ensemble de hémopathies caractérisées par un arrêt de la 
différenciation hématopoïétique conduisant à une accumulation médullaire de cellules 
hématopoïétiques immatures, appelés blastes, et à une réduction de la production de cellules 
hématopoïétiques matures normales. Malgré les avancées thérapeutiques, leur pronostic reste 
sombre et peu de progrès thérapeutiques ont été réalisés. 
 
Comme énoncé précédemment, l’équilibre d’oxydoréduction est un acteur clef de 
l’hématopoïèse normale et leucémique. Les espèces réactives de l’oxygène étant considérées 
comme d’une part participant à la leucémogenèse et d’autre part comme hautement impliqués 
dans la sensibilité aux chimiothérapies conventionnelles. Ainsi il est très probable que l’état de 
l’équilibre d’oxydoréduction dans les cellules leucémiques mais également dans les cellules du 
microenvironnement participent au pronostic des patients. Cet état est également en lien étroit 
avec les dérégulations métaboliques associées au processus leucémique, et dépend de nombreux 
régulateurs dont la protéine S100A8 connue pour son action stimulatrice sur la NADPH 
oxydase et sa valeur pronostique dans les LAM. 
 
 Dans ce contexte, les objectifs de cette thèse étaient :  
 
- de caractériser les désordres oxydatifs au diagnostic dans une cohorte des patients atteints de 
LAM de novo afin d’évaluer leur impact pronostique. 
 
-d’évaluer la sécrétion de la protéine S100A8 dans le microenvironnement médullaire et de 
corréler cette production aux caractéristiques clinico-biologiques des patients. 
 
-de caractériser à partir de modèles expérimentaux de lignées leucémiques, l’impact de l’apport 
exogène de la protéine S100A8 sur la production de ROS, la respiration mitochondriale et le 
profil métabolique des blastes. 
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Chapitre 1 : 
Impact pronostique des dérégulations 
d’oxydoréduction dans les LAM 
 
1 Introduction, matériel et méthodes 
 
Dans les LAM, les blastes, à l’inverse des cellules souches hématopoïétiques normales, 
se distinguent par leur incapacité à se différencier, même en présence d'un niveau élevé 
d'oxygène. L’équilibre entre la production d’espèces réactives de l’oxygène (ROS) et l’action 
des systèmes antioxydants joue un rôle particulier dans la prolifération et la différentiation des 
progéniteurs hématopoïétiques via des facteurs de transcription comme FOXO3, NFE2. Les 
perturbations des activités anti-oxydantes, induisent des dommages cellulaires et participent au 
développement d’un environnement propice à la génération de clones tumoraux. Toutefois, le 
rôle des ROS dans l’hématopoïèse leucémique reste ambigu.  
D’une part, la production excessive de ROS a été décrite depuis longtemps dans les 
hémopathies myéloïdes malignes, aigues ou chroniques (LMC) et dans les rechutes de LAM. 
Certaines anomalies moléculaires (tel que les  duplications de FLT3-ITD, la mutation 
JAK2V617F…) entraine une augmentation des ROS (Sinenko et al. 2010) (Khan et al. 2016). 
Les mutations FLT3-ITD créent une instabilité génétique où les ROS entrainent des cassures 
doubles brins ainsi que des erreurs de la réparation de l’ADN. D’autre part, les chimiothérapies 
induisant des ROS participent à éradiquer sélectivement les cellules souches leucémiques. Ainsi 
des variations interindividuelles (SNPs) de la NADPH oxydase, enzyme clé de l’émission de 
ROS, semblent modifier son activité et influencer l’efficacité des schémas d’induction dans les 
LAM.   
En résumé, ces données suggèrent fortement que l'équilibre oxydatif des cellules 
leucémiques joue un rôle crucial dans le pronostic des patients mais peu d’études cliniques ont 
évalué de façon prospective cette valeur. Dans une étude prospective réalisée sur 84 patients 
atteints des LAM de novo au diagnostic, nous nous sommes intéressés à l’émission des espèces 
réactives de l’oxygène par les cellules leucémiques ainsi que par les cellules de l’hématopoïèse 
résiduelle qui participent au microenvironnement leucémique. Par ailleurs, nous avons observé 
les modifications d’émissions des ROS en présence de modulateurs ciblant les principales 
sources cellulaires de ROS, la mitochondrie et la NADPH oxydase (NOX) ainsi que des 
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systèmes régulateurs de l’équilibre oxydatif.  Cette cartographie redox a été corrélée aux 
mutations moléculaires fréquemment décrites dans les LAM ainsi qu’au pronostic.  
Compte tenu de la grande réactivité des ROS, les prélèvements médullaires et/ou sanguins ont 
été pris en charge dans les 2 heures suivant leur réception. La mesure d’émission des ROS (ion 
superoxyde) a été réalisée par cytométrie en flux (FACS Canto) utilisant la sonde DHE 
(dihydoethidium). La stratégie de sélection (gating) des populations cellulaires a été réalisée à 
partir du side-scatter et de l’émission différentielle du CD45. Des modulateurs de ROS 
(respectivement inhibiteur et stimulateur de la NOX, (DPI, PMA), inhibiteur des complexes 
mitochondriaux III et I (AMA/Rot)) ont été utilisés pour modifier l’émission des ROS 
définissant 6 conditions d’émissions différentielles. Parallèlement, le même protocole 
expérimental a été réalisé chez des témoins afin de valider la technique. Des billes CST ont été 
utilisées à chaque inclusion afin de s’affranchir des fluctuations de la fluorescence au cours du 
temps. Les dosages des systèmes antioxydants (glutathion, SOD, GPX plasmatique, GPX 
érythrocytaire, thiols…) et le marqueur de peroxydation lipidique (MDA) ont été réalisés 
au diagnostic et en post-chimiothérapie. 
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2 Résultats et discussion 
 
 Dans une cohorte de 84 LAM de novo (LAM3 exclus), nous avons caractérisé le statut 
redox par la mesure des marqueurs antioxydants et la caractérisation des profils d'émission ROS 
au diagnostic dans le « compartiment normal » composé de lymphocytes, de monocytes et de 
cellules myéloïdes et dans le « compartiment leucémique ». Ces marqueurs de l'équilibre redox 
ont été corrélés aux marqueurs génétiques moléculaires des patients et à leur survie. 
 Dans un premier temps, nous avons montré que dans les LAM, le "compartiment 
normal" a une capacité réactive et fonctionnelle à produire des ROS (figure 3A, B, C), ce qui 
suggère qu'elles pourraient participer à la régulation globale des écosystèmes ROS dans le 
microenvironnement leucémique. Cependant, le « compartiment normal » présente des 
dysfonctionnements de réponses aux modulateurs de ROS. Ainsi, les neutrophiles des patients 
leucémiques produisent significativement plus de ROS à l'état basal mais sont difficilement 
capables d'être stimulés par le PMA (figure 4A). A l'opposé, les monocytes et les lymphocytes 
provenant de patients atteints de LAM produisent moins de ROS que ceux des contrôles mais 
les monocytes sont hautement sensibles au PMA suggérant une dérégulation spécifique de leur 
NADPH oxydase (figure 4B, C). Ainsi, nous avons prouvé que le "compartiment normal" dans 
les LAM présente une dérégulation de la « réponse ROS » par rapport aux cellules de témoins 
sains. L'environnement cellulaire participe ainsi au déséquilibre redox dans l'écosystème 
leucémique et, probablement, à la prolifération leucémique. 
 Par ailleurs, nous avons étudié les profils d’émission de ROS par les cellules 
leucémiques de patients atteints de LAM au diagnostic (figure 2A, B). Nous avons montré que 
l'émission de ROS par les cellules leucémiques est significativement augmentée par le PMA, 
un stimulateur de la NADPH oxydase (p<0,001). Ceci est cohérent avec une étude précédente 
qui a montré que les ROS produites proviennent des NOX dans plus de 60% des LAM (P. S. 
Hole et al. 2013). Contrairement aux profils habituellement observés en présence de DPI, un 
inhibiteur de NOX, une stimulation inattendue de l'émission de ROS a été observée par les 
cellules blastiques soumises au DPI (p=0,002). Ceci est probablement lié à l’action dual du DPI, 
interférant non seulement avec la NOX mais également avec le complexe mitochondrial I 
(Wind et al., 2010). En effet, le DPI est capable d’inhiber de manière dose-dépendante le cycle 
de Krebs et ainsi, d’induire la production d’ions superoxydes provenant de la mitochondrie dans 
des modèles de lignées leucémiques et de cellules souches embryonnaires (Riganti et al. 2004) 
(Kučera et al. 2016). Dans une étude prospective sur des cellules leucémiques fraîches, nos 
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résultats mettent en évidence une sensibilité élevée des cellules leucémiques à l'inhibition 
mitochondriale et  corroborent les résultats antérieurs de (Liyanage et al. 2017), démontrant la 
dépendance accrue des blastes à la phosphorylation oxydative. Par ailleurs, l’effet stimulateur 
du DPI sur les ROS est neutralisé par le glutathion (Riganti et al. 2004), qui était 
significativement plus faible chez nos patients atteints de LAM (comparativement aux 
témoins). 
 Nous n'avons observé aucune différence significative des niveaux de ROS à l'état 
basal par les cellules leucémiques, selon leur statut moléculaire (figure 7). Ainsi, même si des 
altérations moléculaires telles que FLT3-ITD, RUNX1-RUNX1T1, sont connues pour induire 
des ROS (Sallmyr et al. 2008) (Sinenko et al. 2010), elles n’apportent pas significativement un 
gain quantitatif de ROS. Cependant, ces anomalies moléculaires sont associées à des profils 
d'émission de ROS différents sous stimulation, plaidant en faveur d'une dérégulation génétique 
dépendante de l'état fonctionnel des NOX et/ou des mitochondries. En effet, nous avons observé 
que dans les conditions agissant sur la mitochondrie (AMA/Rot) avec ou sans PMA, les LAM 
CBF (comprenant les inv(16) et t(8; 21)) présentent des émissions de ROS plus élevées. Dans 
ce même sous-groupe de LAM CBF, une production de ROS plus élevée en présence de DPI a 
été observée, suggérant que la dépendance élevée des cellules leucémiques à la phosphorylation 
oxydative (cf dans le paragraphe précédent) dépend de l'état moléculaire, et est associée à des 
sous-groupes pronostiques plus favorables. Par conséquent, nous avons montré que : i) la 
production ROS ne dépend pas exclusivement de la génétique ii) la dérégulation des ROS 
affecte les cellules leucémiques ainsi que les cellules normales du microenvironnement 
leucémique et iii) les profils de « réponse ROS » évaluant l'état fonctionnel des effecteurs redox 
sont de meilleurs marqueurs de l'hétérogénéité des LAM que les niveaux de ROS à l'état basal.  
 Comme l'équilibre redox dépend également des antioxydants, nous avons étudié les 
niveaux de certains marqueurs anti-oxydants lors du diagnostic dans les LAM par rapport aux 
témoins. Nous avons observé une réduction du glutathion, de la SOD et du ratio thiols ainsi 
qu’une augmentation de la GPX érythrocytaire (respectivement p<0,001, p<0,001et p<0.001). 
Une réduction du glutathion réduit a déjà été décrit dans des blastes CD34 + (Pei et al. 2013), 
et la diminution des thiols est habituellement un marqueur de stress oxydatif. De même, une 
faible activité SOD, signe de stress oxydatif à un stade avancé et chronique, a été rapportée 
dans les LAM et dans l'anémie de Fanconi, une maladie héréditaire prédisposant aux leucémies 
(Saito et al. 1984) (Pagano et al. 2013). Par conséquent, nos résultats ont mis en évidence que 
les patients atteints de LAM présentent un déséquilibre significatif dans les régulateurs redox. 
Cependant, bien que le stress oxydatif puisse causer des dommages lipidiques, aucune 
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augmentation de MDA n'a été observée dans notre cohorte (p=0,27). On peut supposer que le 
MDA, dosé dans le sang périphérique, ne reflète pas totalement les dérégulations oxydatives du 
microenvironnement médullaire. De plus, de nombreuses cellules cancéreuses modifient leur 
métabolisme lipidique afin de se protéger des dommages oxydatifs (Beloribi-Djefaflia, 
Vasseur, et Guillaumond 2016). Dans les LAM, les acides gras sont une source clé pour 
maintenir une haute activité de la phosphorylation oxydative (Farge et al. 2017), la dérégulation 
de la β-oxydation des acides gras pourrait expliquer l'absence de peroxydation lipidique. Les 
niveaux de ces marqueurs antioxydants dépendent également des anomalies moléculaires. Les 
LAM CBF présentent moins de marqueurs de stress oxydatif (glutathion oxydé et MDA plus 
faible), que les LAM avec mutations FLT3-ITD, NPM1 et DNMT3A qui, elles-mêmes, montrent 
des thiols bas.  
Pour finir, nous avons étudié l'impact de ces paramètres redox sur le pronostic des 
patients en analyse multivariée. Nous avons montré qu'un ratio glutathion réduit/oxydé élevé et 
qu’une augmentation de l'activité de la GPX érythrocytaire au diagnostic étaient associés à une 
réduction de la mortalité indépendamment de la cytogénétique, du nombre de globules blancs 
et de l'âge (respectivement hasard ratio [HR]=0.037, intervalle de confiance 95% [CI] :0.002-
0.727, p=0.03 après transformation logarithmique et hasard ratio [HR]=0.96, intervalle de 
confiance 95% [CI]:0.926-0.997, p=0.035). Dans les LAM avec duplication de FLT3-ITD, la 
diminution des thiols, marqueur de stress oxydatif, est associée à une fréquence plus élevée de 
rechute en analyse multivariée (hasard ratio [HR]=0.988, intervalle de confiance 95% [CI] 
:0.977-0.99, p=0.047). De plus, nous avons observé que la chimiothérapie standard contribue à 
l’épuisement des systèmes antioxydants avec une diminution significative du glutathion et des 
thiols après la chimiothérapie d’induction (respectivement p<0.001 et p<0.001).  
 En outre, les « réponses ROS » aux modulateurs, indirectement capables d'évaluer la 
fonctionnalité de la phosphorylation oxydative, sont des marqueurs pronostiques de la survie, 
meilleurs que les niveaux de ROS à l’état basal. Ainsi, l’augmentation des ROS après l'addition 
AMA/Rot+ PMA+ était significativement associée à une meilleure survie en analyse 
multivariée (hasard ratio [HR]=0.113, intervalle de confiance à 95% [CI] :0.016-0.786, p=0.028 
après transformation logarithmique). Ces résultats obtenus dans des conditions de stimulation 
mitochondriale sont concordants avec le rôle central des mitochondries dans la résistance 
leucémique. Farge et al ont récemment démontré que les cellules leucémiques 
chimiorésistantes à haute signature OXPHO retiennent les mitochondries actives, polarisées, 
sans perte du potentiel de membrane mitochondriale après traitement à l’aracytine par rapport 
aux cellules leucémiques à faible signature OXPHOS chimiosensibles (Farge et al. 2017). Par 
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conséquent, la modulation de l'état OXPHOS mitochondrial impacte de façon marquée sur 
l'effet antileucémique de l’aracytine. Les inhibiteurs du complexe mitochondrial I tels que la 
metformine peuvent conduire à un changement énergétique de OXPHOS élevé à faible 
OXPHOS (effet dit Pasteur) et améliorer la sensibilité à l’aracytine, suggérant que les 
mitochondries résistantes aux inhibiteurs mitochondriaux sont incapables (moins capables) de 
promouvoir les ROS et par conséquent, l’apoptose. Notre étude a confirmé, dans une étude 
prospective, que l'état bioénergétique des mitochondries sur des cellules leucémiques fraîches 
est un marqueur robuste de la survie. Par conséquent, notre approche originale ciblant le 
complexe mitochondrial par sa sensibilité aux modulateurs de ROS, pourrait facilement 
sélectionner des patients ayant des « cellules leucémiques OXPHO élevées », qui nécessitent 
l’adjonction de thérapie sensibilisant la mitochondrie. 
En conclusion, nos données ont montré que l'équilibre redox dans les cellules 
leucémiques est un état complexe résultant de l’interaction de nombreux acteurs. Cet équilibre 
est affecté par les propriétés intrinsèques des cellules leucémiques, y compris leurs anomalies 
génétiques et l'état fonctionnel de leurs mitochondries mais également par les cellules non 
tumorales et les systèmes antioxydants jouant un rôle critique dans le pronostic des patients. 
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Introduction 
 
 Acute myeloid leukemia (AML) is a group of heterogeneous diseases in which 
hematopoietic stem cells acquire genetic abnormalities conferring proliferation and absence of 
differentiation. The prognosis of AML remains poor with an overall survival of about 20% 
despite complete remission rates after induction of more than 70%  (Saultz et Garzon 2016; 
Alain Monnereau et al. 2013). This pejorative evolution is explained in part by the complexity 
of the molecular abnormalities involved in the initiation and proliferation of the leukemic clones 
and the functional deregulations induced by these mutations alone, or in combination. Targeting 
those molecular abnormalities is unpredictable if the functional mechanisms of the tumor cells 
proliferation are not well identified. Thereby, improving the therapeutic efficacy requires 
understanding the functional mechanisms responsible for the proliferation of leukemic cells, 
and their sensitivity (or resistance) to chemotherapy. Among these mechanisms, the balance 
between the production of reactive oxygen species (ROS) and antioxidant systems, which 
defines redox status (oxidative stress if ROS in excess), is a regulator of leukemic proliferation. 
Indeed, ROS carry pleiomorphic roles in normal and malignant hematopoiesis. Physiologically, 
ROS participate to normal hematopoietic signaling by regulating transcription factors such as 
FOXO3, NFE2, GATA-1 (and thus, play a key role in the differentiation and proliferation of 
hematopoietic stem cells (HSC) (Tothova et al. 2007) (Yin et al. 2011) (Naka et al. 2008) 
(Eliasson et Jönsson 2010).  However, ROS deregulation can lead to oxidative damage to cells 
and tissues and produce a microenvironment which favors the development of tumoral and 
leukemic cells (Montero et Jassem 2011) (Nogueira et Hay 2013). Indeed, leukemic cells, 
unlike normal HSCs, are distinguished by their inability to differentiate, even in the presence 
of a high level of oxygen. Thus, leukemogenesis and leukemic progression could be the 
consequence of a deficiency of detection, response and/or integration of the signals induced by 
the oxygen partial pressure and the level of the redox potential. 
 By the way, ROS had pleiomorphic effects on leukemia initiation and progression. 
On the one hand, molecular abnormalities observed in AML (such as FLT3-ITD duplication, 
RUNX1-RUNX1T1) produce ROS which driven pathogenicity (Sallmyr et al. 2008) (Sinenko 
et al. 2010). For instance, FLT3-ITD mutations start a cycle of genomic instability whereby 
oxidative stress leads to increase DNA double-strand breaks and repair errors that may explain 
aggressiveness of those AML (Sallmyr et al. 2008). Furthermore, IDH1 / 2 mutations shift 
tricarboxylic acid cycle and create a new metabolite 2-hydroxyglutarate with several biological 
effects such as an increase in intracellular ROS and a decrease in glutathione (P. S. Ward et al. 
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2010). On the other hand, the level of intracellular ROS in Leukemic Stem Cells being relatively 
lower than that of in HSC, pro-oxidative agents generally lead to apoptosis and cell death 
(Lagadinou et al. 2013) (J. Zhou et al. 2011). Consequently, ROS are an optimal therapeutic 
target of LSCs in AML and their dysregulations interplay with prognosis (Zhang, Fang, et Wang 
2014). For instance, inter-individual variability in nicotinamide adenine dinucleotide phosphate 
(NADPH) oxidase, a ROS producer, influence the efficacy of induction AML schemes 
associated to higher CR when more ROS generation are created and to lower OS when NOX is 
less active (Megías-Vericat et al. 2017).  
 ROS are largely generated by the two general sources of ROS emission, the 
mitochondria and the nicotinamide adenine dinucleotide phosphate (NADPH) oxidases also 
called NOX. More than 60% of AML present a ROS increase attributable to NOX activity (P. 
S. Hole et al. 2013). Nevertheless, a close cross-talk exists between NOX2 activity and 
mitochondria (Marlein et al. 2017) and upon pro-oxidant stimuli, an unstable mitochondrial 
membrane potential also generates mitochondrial ROS. Most of the leukemic cells show 
particular metabolic properties and rely on oxidative respiration in mitochondria rather than on 
glycolysis.  In fact, AML cells have a singular mitochondrial organization with an increased 
mitochondrial mass but low respiratory chain complex activities, and low spare reserve capacity 
that render them susceptible to oxidative stressors (Sriskanthadevan et al. 2015), and could 
modulate their sensitivity to chemotherapy. For example, aracytine (AraC)-resistance leukemic 
cells were linked with a high oxidative phosphorylation activity (Farge et al. 2017). On the 
other hand, other reports shown that leukemic cells with FLT3-ITD mutation promote a shift to 
aerobic glycolysis and resistance to tyrosine-kinase inhibitors (Ju et al. 2017) (Huang et al. 
2016). Finally, ROS statement is also modulated by microenvironment and by enzymatic or 
non-enzymatic antioxidant system (Pei et al. 2013). In AMLs, high ROS expressers usually 
show depletion in antioxidant defenses (GSH…) (P. S. Hole et al. 2013) but on the opposite, 
DNMT3A carriers presented an up-regulation in genes involved in glutathione synthesis 
resulting in elevation of intracellular GSH levels (Y. Li et al. 2017).  
 Altogether, these data strongly suggest that redox balance in leukemic cells plays a 
crucial role in prognostic of patients. In this context, we characterized on 84 de novo AML 
patients at diagnosis their antioxidant system, the type and level of production of ROS of 
leukemic cells but also in normal hematopoietic cells from peripheral blood and bone marrow.  
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Materials and methods 
Patients 
We conducted a prospective observational study involving 84 adult patients at initial 
diagnosis of de novo AML between June 2013 and December 2015 at the Centre Hospitalier 
Universitaire de Grenoble Alpes. Promyelocytic (M3) AML and secondary AML were 
excluded. 71 patients were treated according to the current chemotherapy protocols in place at 
the time of sampling with anthracycline and high-dose Aracytine-based regimens. 13 patients 
received paliative treatment. Clinical information about the primary AML samples is provided 
in the Supplemental Table 1. The study was approved by the local Clinical Research Ethics 
Committee, and was conducted in accordance with the Declaration of Helsinki. All the clinical 
variables required for the study were extracted from electronic and paper medical records. 
Response to the first induction cycle was reported according to the revised international 
working group criteria by (Cheson et al. 2003). Overall survival (OS) was defined as the time 
from the date of diagnosis to the date of death due to any cause or last follow-up.  
Measurement of biochimical assays: 
Peripheral blood was transferred in ice and collected within 2 hours before any blood 
transfusion and before the patients started induction chemotherapy. Assays of glutathione, 
superoxide dismutase (SOD) and glutathione peroxidase (GPX) were performed 
spectrophotometrically. The malondialdehyde was determined by high performance liquid 
chromatography technique. Total thiols were determined by colorimetry. Thirty samples from 
non smoking healthy donors were used as control values.  Biochemical markers were done at 
diagnosis for 55 patients (52 receiving chemotherapy and 3 palliative treatment) and were done 
at diagnosis and after post-induction treatment in 45 AML patients.  
ROS mesurement at diagnosis according to hematopoietic subpopulations by flow 
cytometric analysis 
ROS measurement was done within 2 hours after sample receiving. Cells were separated 
by buffy coat and numerated. After a gently red blood cells lysis with Versalyse, 1.5 x 106 cells 
were labelled with 10µM Dihydrohedidium (DHE) and CD45+ V450. Six different ROS 
conditions were studied with the addition of ROS modulators or vehicle (PBS). Their finale 
concentrations were respectively 6 µM for Antimycin A (complex III inhibitor), 5µM for 
Rotenone (complex I inhibitor) or 10µM for Diphenyleneiodonium (DPI, a NADPH oxidase 
inhibitor) or 80 ng/ml for phorbol myristate acetate (PMA, NADPH oxidase stimulator). All 
reagents were incubated 30 min of gently mixed at 37°C, with the exception of PMA which 
was incubated 15 min.  The acquisition was conducted on FACS Canto cytometer. Cytometer 
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Setup and Tracking (CST) beads were used before at each used to validate cytometer settings. 
Candidate populations were targeted with CD45+ antibody and SSC. Data analysis was 
performed using the BD FACS Diva software version 6.0. Mean fluorescence (DHE) was 
measure in each cell population. At least, 500 cell events per population were considered as 
available. Blood cells from healthy donors were also used in parallel to control ROS emission. 
ROS emission was measured in 64 patients from bone marrow samples (56 patients receiving 
chemotherapy and 8 patients receiving palliative treatment) and in 64 patients from blood 
samples (53 patients received chemotherapy and 11 patients received palliative treatment). 
Statistical analyses 
Statistical analysis was provided by using SPSS software version 23. Comparisons 
between continuous and categorical variables were made using non-parametric tests (Kruskal–
Wallis or Mann–Whitney U-test). Multivariate survival, relapse-free survival and event-free 
survival analysis were performed on patients receiving chemotherapy using the Cox regression 
model. Covariates included in multivariate analyses were age, cytogenetic risk, WBC, at 
diagnosis. To reduce the effect of extreme values, variables were log-transformed before Cox 
regression when their coefficients of Skewness or/and Kurtosis were between -2 and +2. 
Associations between complete remission and variables were assessed using linear and logistic 
regression adjusting for age, cytogenetic risk, white blood cell at diagnosis. Results for these 
models were presented as hazard ratio (or odds ratios) with 95% confidence intervals. Kaplan–
Meier method was employed for OS estimates, using log-rank tests. For all the analyses, p-
values⩽0.05 were considered statistically significant.  
 
Results 
ROS emission profile in healthy donors 
To approve our protocol of ROS analysis, peripheral blood from healthy donors were 
used to control ROS emission. Neutrophils, lymphocytes and monocytes ROS analysis give rise 
to a “usual” ROS profile (figure 1A, B, C). For instance, in PNN, PMA promotes an increase 
in ROS emission compared to the basal statement (vehicle) (p<0.01). This ROS increase comes 
from the activation of NOX (Karlsson, Nixon, et McPhail 2000). Furthermore, the addition of 
AMA and Rot, respectively III complex and I complex inhibitor, promotes an increase in ROS 
emission (p<0.01), as previously observed (N. Li et al. 2003a) (Chen et al. 2003). The addition 
of DPI alone, a NOX inhibitor, gives rise to a slight decrease in ROS emission compared to the 
basal statement but it was not significant (p=0.23). Nevertheless, the inhibitory action of DPI 
was observed in a context of AMA/Rot stimulation (p<0.01). PMA and AMA/Rot together give 
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rise to the highest ROS emission condition (p<0.01). Lymphocytes harbored a PMA sensitive 
production of ROS (p<0.01) and were affected by DPI compared to the basal statement 
(p=0.055). However, ROS levels were significantly lower than neutrophils stimulated with 
PMA (p<0.01). This data is concordant with the abundance of NOX in neutrophils compared 
to lymphocytes. AMA/Rot impact was quite timid on lymphocyte, being at the limit of 
significance (p=0.085 between basal and AMA/Rot+ and p=0.145 between PMA versus 
AMA/Rot + PMA+) probably due to the low number of mitochondria in lymphocytes. 
Monocytes were affected by NOX modulator: DPI led to a significant ROS decrease (p<0.01) 
whereas PMA lead to a significant ROS increase (p<0.01). On the opposite, AMA/Rot was less 
efficient on monocytes (p=0.61, basal versus AMA/Rot+DPI-PMA-). 
 
ROS emission profiles in leukemic cells 
Validation of our ROS emission profile according to those six conditions allow us 
studying the impact of various ROS modulators on blasts cells. Firstly, an important linear 
correlation was observed between leukemic ROS emission from peripheral blood and 
leukocytosis (p<0.001, pearson r=0.508). ROS emission from BM at basal statement was also 
correlated with leukocytosis (p<0.05, pearson r=0.286). Blasts profiles were extremely similar 
in bone marrow (BM) and in peripheral blood (PB) (figure 2A and B). Correlations were 
observed between PB and BM whatever conditions used (p<0.01; pearson’s correlation, 
minimum r=0,45) and no difference in ROS emission level was observed between PB and BM 
(p=0,579, basal statement PB versus BM). Blasts showed ROS induction by PMA in 
comparison to the basal statement in both BM and in PB (Wilcoxon test for paired samples, 
p<0.001). Furthermore, AMA/Rot stimulated mitochondrial ROS in blasts cells (p<0.001). 
Similarly to neutrophils, the condition producing the highest levels of ROS was also 
AMA/Rot/PMA. Unexpectedly, DPI did not inhibit ROS in leukemic cells but stimulate their 
production (comparison between the basal statement and the addition of DPI, p=0.002). Those 
results were also observed in BM in the presence of AMA/Rot (Anti+Rot+DPI+ versus Anti 
Rot+ DPI-, p=0.012). Indeed, DPI and PMA act as 2 stimulators on blasts cells. However, if 
compared the addition of DPI and PMA, PMA ROS emission was significantly higher than DPI 
(p<0.05). 
 
ROS emission profiles according to leukemic subtypes and leukemic abnormalities 
An overview of oxidant profiles is represented using spider chart (figure 7). We did not 
observe significant difference according to molecular abnormalities at basal statement 
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(respectively p=0.28, p=0.17, p=0.7 , p=0.98, p=0.5, p=0.71, p=0.4 in FLT3-ITD, inv(16), 
t(8;21), FLT3-TKD, NPM1, DNMT3A, IDH1 nor IDH2 mutations).  However, leukemic cells 
from AML with t(8;21) show a significant higher ROS production in all AMA/Rot stimulated 
conditions (respectively p=0.001, p=0.021, p=0.007 in AMA/Rot+DPI+, AMA/Rot+DPI-
PMA-, AMA/Rot+DPI-PMA+ conditions). Moreover, leukemic cells from bone marrow in 
AML with FLT3-ITD duplication presented a significant lower ROS emission than AML 
without FLT3-ITD duplication in DPI+ stimulated condition (p<0.05). ROS emission profiles 
at basal statement were significantly different according to FAB subtypes (p=0.009, figure 6).   
 
ROS emission profiles in granular cells, lymphocytes and monocytes of AML patients 
Besides, we studied intrinsic ROS emission profiles of non tumoral hematopoietic cells 
(figure 3 A, B, C). Neutrophils from PB significantly expressed higher ROS than granular cells 
from BM in PMA-stimulated conditions (p<0.003 and p=0.054, in respectively PMA+ 
condition, BM versus PB, and AMA/Rot+PMA+ condition, BM versus PB).  In fact, granular 
cells from BM carried neutrophils but also immature cells (myelocytes, metamyelocytes) which 
could explain those differences. Otherwise, concerning the others ROS conditions, similar ROS 
profiles were observed in PB and BM (figure 3A and supplementary data figure 2). Granular 
cells ROS emission was stimulated by AMA/Rot and by PMA. Consistent with DPI impact on 
neutrophils from healthy donors, DPI did significantly not impact ROS emission (DPI+ versus 
basal statement, respectively in BM and PB, p=0.66 and p=0.52) except in a context of 
AMA/Rot stimulation in PB (p<0.01, figure 3A). Monocytes ROS emission was quite similar 
between PB and BM (figure 3B and supplementary figure 2). Interestingly, monocytes present 
an unusual ROS emission in BM and PB: stimulation with PMA alone was higher than with the 
association of AMA/Rot+ PMA+ (p<0.05 and p<0.01 respectively in BM and in PB). 
Concerning lymphocytes subpopulations, no difference of ROS emission was notice between 
PB and BM (figure 3C). In BM, lymphocytes from AML patients responded to AMA/Rot 
stimulation as well as to PMA but did not answer to DPI alone nor with AMA/Rot stimulation 
(respectively p=0.32 and p=0.99).  
 
Comparison of neutrophils, lymphocytes and monocytes ROS emission profiles between 
healthy donors and AMLs patients in PB  
Although AMLs usually carry neutropenia, we wondered if neutrophils from AMLs 
patients displayed equivalents ROS profiles compared to neutrophils from healthy donors. At 
basal statement or without NOX stimulation, ROS emission from neutrophils was significantly 
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higher in AML population than in healthy donors (figure 4 A, p<0.001). However, the intensity 
of PMA activation was significantly lower in neutrophils from AMLs than in normal ones 
(respectively p=0.001 in AMA/Rot-, DPI-, PMA+ and p<0.001 in AMA/Rot+, DPI-, PMA+). 
Concerning lymphocytes and monocytes coming from leukemic patients, we observed 
significantly lower ROS levels than healthy donors whatever the ROS conditions used (figure 
4 B and C, p<0.001).  
 
Antioxidant and lipid peroxidation markers at diagnosis 
Antioxidant system is indispensable to balance ROS overproduction and to regulate 
oxidative stress. Activities of erythrocytic SOD was significantly decrease compared to healthy 
donors (p<0.001, meanAML=1.35U/mgHb [0.96;1.74]; meanHD=1.60 [1.35-1.76]) (figure 5A). 
However, erythrocytic GPX activities were increased in AML patients (p<0.001, 
meanAML=62.2U/gHb [32.7;96.4]; meanHD= 47.8 U/gHb [31.6-68.7], figure 5B) whereas no 
difference was observed in plasmatic GPX (p=0.31). Total glutathione were decreased 
(p<0.001, meanAML=615.1µmol/L [410,964]; meanHD=870.4µmol/L [616;1140] )  as well as  
oxitived glutathione (p<0.001; meanAML=7.58µmol/L [1.6-19.8]; meanHD=12.14µmol/L 
[5.6;21.8], figure 5C) and reduced glutathione (p<0.001; meanAML=599.9µmol/L [399.2-
925.8]; meanHD=846.3µmol/L [606.2;1098]). Concerning redox glutathione ratio, no 
significant difference where observed between HD and AML (p=0.12). Furthermore, thiol ratio 
was also lower (p<0.001; meanAML=5.20 [2.7;6.9]; meanHD=6.4[5.4-7.7]). Lipid peroxidation 
assessed by MDA assay did not highlight significant difference between AML patients and 
healthy donors (p=0.27, meanAML=1.5µmol/L [0.82;3.23]; meanHD=1.55µmol/L [0.87;2.3]). 
 
Relationship between antioxidant and lipid peroxidation markers and mutational statut 
of patients at diagnosis 
We studied antioxidant system according to leukemic mutations at diagnosis. A 
significant decrease in total thiols was observed in patients with FLT3-ITD duplication 
(p<0.01), NPM1 mutation (p<0.05) and DNMT3A mutation (p=0.059) compared to wild-type 
ones. Erythrocytic SOD activities differ also according to some molecular abnormalities: IDH1 
and IDH2 mutations were associated with an increased activity whereas DNMT3A with a 
decrease (p<0.05) (figure 5A). IDH1 and IDH2 mutations were associated with a slight tend in 
GPX decrease activity (p=0.07). The association of SOD hyperactivity with GPX hypoactivity 
favor Fenton reaction and OH. generation, the most reactive and toxic ROS entity but no 
difference concerning MDA and total thiol were observed in IDH1 nor IDH2 mutated patients 
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(respectively p=0.45 and p=0.72). Erythrocytic GPX activity was significantly reduced in AML 
with inv(16) (p<0.01, figure 5B) but MDA was lower than in patients without inv(16) (p<0.05). 
Oxidative glutathione was significantly reduced in t(8;21) (p<0.05) leading to a higher 
glutathione redox ratio (p<0.05, figure 5 C).  
 
Impact of treatment on antioxidant and lipid peroxidation markers 
To evaluate the impact of chemotherapy on redox balance, we compared antioxidant 
markers at diagnosis and after chemotherapy induction. Plasmatic GPX and SOD activities 
were increased after induction (respectively p<0.001 and p<0.001) whereas erythrocytic GPX 
decreased (p<0.001). Total glutathione, oxidative glutathione, reduced glutathione were 
significantly decreased after induction (respectively p<0.001, p<0.01, p<0.001) but no 
statistical difference was observed concerning induction impact on reduced/oxidative 
glutathione ratio (p=0.15). MDA was not modified by induction treatment (respectively 
p=0.18). Total thiol was decreased by treatment (p<0.001).  
 
Prognostic value of ROS emissions profiles  
We were interested in the impact of ROS emission on overall survival, relapse-free 
survival and event-free survival and on complete remission.  Interestingly, multivariate analysis 
with age, white blood count, cytogenetic risk revealed that leukemic ROS emission could be a 
prognosis marker (figure 8). Increased ROS emission in a stimulated condition ((AMA/Rot+ 
DPI- PMA+) was significantly associated with longer survival, longer relapse-free survival and 
event-free survival in multivariate analysis in bone marrow (respectively, hazard ratio 
[HR]=0.113, 95% confidence interval [CI]:0.016-0.786, p=0.028, hazard ratio [HR]=0.028, 
95% confidence interval [CI]:0.003-0.255, p=0.002, hazard ratio [HR]=0.138, 95% confidence 
interval [CI]: 0.024-0.78, p=0.025 after log-transformation). Those results were confirmed in 
peripheral blood (respectively in OS, in RFS, and in EFS, hazard ratio [HR]=0.325, 95% 
confidence interval [CI]: 0.13-0.83, p=0.019, hazard ratio [HR]=0.327, 95% confidence interval 
[CI]: 0.11-0.977, p=0.045, hazard ratio [HR]=0.37, 95% confidence interval [CI]: 0.15-0.89, 
p=0.027 after log-transformation). The DPI-stimulated ROS increase was also associated with 
a longer overall survival (respectively in BM and in PB, hazard ratio [HR]=0.169, 95% 
confidence interval [CI]: 0.041-0.694, p=0.014 and hazard ratio [HR]=0.26, 95% confidence 
interval [CI]: 0.075-0.90, p=0.035 after log-transformation) and a longer relapse-free survival 
and event-free survival in bone marrow sample (respectively RFS and EFS, hazard ratio 
[HR]=0.11, 95% confidence interval [CI]: 0.026-0.48, p=0.004, hazard ratio [HR]=0.179, 95% 
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confidence interval [CI]: 0.047-0.65, p=0.004 after log-transformation). ROS emission at basal 
statement appears to be a less reliable prognosis marker and was not significant of OS in 
multivariate analysis (respectively from BM and PB samples, hazard ratio [HR]=0.23, 95% 
confidence interval [CI]: 0.04-1.33, p=0.1, hazard ratio [HR]=0.38, 95% confidence interval 
[CI]: 0.14-1.013, p=0.053). In patients with FLT3-ITD duplication, the increase of ROS 
production in mitochondrial condition (AMA/Rot+ DPI- PMA-) was identified as an 
independent predictor for improved OS (respectively from BM samples and PB samples, hazard 
ratio [HR]=2.52x10-4, 95% confidence interval [CI]: 0-0.415, p=0.028, hazard ratio 
[HR]=1.19X10
-3, 95% confidence interval [CI]: 0.-0.19, p=0.016 after log-transformation). 
Nevertheless, no significant association was observed between complete remission and 
leukemic ROS emissions whatever condition analyzed in our cohort. 
 
Prognostic value of antioxidant markers at diagnosis impact prognosis 
We also evaluated the impact of the levels of effectors of the antioxidant system on 
prognosis. Firstly, the reduced/oxidized glutathione ratio at diagnosis was significantly lower 
in dead versus alive AML patients (p=0,002). This result was significantly confirmed according 
to relapse status (p<0.05). Multivariate analysis on age, cytogenetics and WBC counts 
confirmed that an increase in reduced/oxidized glutathione ratio was an independent significant 
marker associated with a better survival and a longer relapse-free (respectively, hazard ratio 
[HR]=0.037, 95% confidence interval [CI]:0.002-0.727, p=0.03, hazard ratio [HR]=0.056, 95% 
confidence interval [CI]:0.003-0.974, p=0.048 after log-transformation). The reduced/oxidized 
glutathione ratio was even more interesting in population without FLT3-ITD duplication 
(multivariate analysis OS, hazard ratio [HR]=0.015, 95% confidence interval [CI]:0.0-0.576, 
p=0.024 without FLT3-ITD mutation, p=0.9 in FLT3-ITD population after log-transformation). 
This prognosis value was not linked to reduced glutathione levels (p=0.318, dead versus alive) 
but to oxidized glutathione levels at diagnosis which were significantly higher in dead AML 
patient (p=0.017). Furthermore, treatment induction modified the oxidized glutathione levels 
and a significant higher oxidative glutathione difference (oxidized glutathione before induction 
minus after induction) was observed in dead patients (p=0.023). An increase in erythrocytic 
GPX activity was associated with a better survival and longer event-free survival at diagnosis 
in multivariate analysis (respectively OS and EFS in global population, hazard ratio [HR]=0.96, 
95% confidence interval [CI]:0.926-0.997, p=0.035; hazard ratio [HR]=0.958, 95% confidence 
interval [CI]:0.926-0.992, p=0.016 and OS and EFS in non FLT3-ITD population, hazard ratio 
[HR]=0.924, 95% confidence interval [CI]:0.879-0.971, p=0.002 and hazard ratio [HR]=0.932, 
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95% confidence interval [CI]:0.893-0.972, p=0.001). Another non-enzymatic antioxidant 
system link with death was a low concentration of total thiols (p<0.05). Multivariate analysis 
confirmed that a decrease in total thiols was significantly associated with a higher risk of relapse 
especially in patients with FLT3-ITD duplication (hazard ratio [HR]=0.988 95% confidence 
interval [CI]:0.977-0.99, p=0.047) and only a trend was observed for OS (p=0.059 on 
multivariate analysis). No significant difference was observed between dead and alive patients 
in plasmatic GPX, erythrocytic SOD nor MDA activities (respectively p=0.18, p=0.66, p=0.84).  
 
Discussion 
In a cohort of 84 de novo adult AML, we characterized redox status through the measure 
of antioxidants markers and characterization of ROS emission profiles at diagnosis in both the 
“normal compartment” composed of lymphocytes, monocytes and granular cells and in the 
“leukemic compartment”. Those markers of redox balance were correlated to molecular genetic 
markers of patients and their survival.  
As ROS are composed of numerous species mainly coming from mitochondria and 
NOX, we looked at superoxide emission at the basal statement and according to mitochondria 
and/or NOX modulators. Firstly, we showed that the “normal compartment” of AML displayed 
production of ROS mainly originating from neutrophils and monocytes. Interestingly, those 
“normal” cells carried a reactive and functional capacity to produce ROS, suggesting that they 
could participate in global ROS ecosystem regulation in AML microenvironment. However, 
some differences exist compared to healthy normal cells. In fact, neutrophils in AML produced 
significantly more ROS at the basal statement but were less able to be stimulated by PMA. On 
the opposite, monocytes and lymphocytes coming from AML produced less ROS than those of 
healthy control, but monocytes seemed to harbor specific deregulation of their NADPH oxidase 
(NOX) production (high sensitivity to PMA). Taking into account that monocytes are a high 
releaser of S100A8 protein (an inductor of NOX), our data suggest that monocytes play a 
particular role in inflammatory response, including ROS production, taking place in the 
leukemic bone marrow. Thus, we proved than “normal compartment” in AML displays 
deregulation of the functionality of ROS production in comparison to equivalent cells in healthy 
donors. These data highlighted that cellular bone marrow environment participates to redox 
imbalance in the leukemic ecosystem and thereby, to leukemic proliferation.  
Secondly, we investigated ROS profiles of fresh leukemic cells from AML patient at 
diagnosis. We showed, that ROS emission was significantly increased in leukemic cells by 
PMA, a NADPH oxidase stimulator. This is consistent with previous study which showed that 
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NOX-derived reactive oxygen species (ROS) are produced in more than 60% of AML blasts 
(P. S. Hole et al. 2013). However, an unusual stimulation of ROS emission was observed in 
presence of DPI, a NOX inhibitor that should have decreased ROS production. This could be 
explaining by dual action of DPI: DPI also interferes with mitochondrial complex I (Wind et 
al. 2010). Indeed, DPI has been demonstrated to inhibit in a dose-dependent way the 
tricarboxylic acid cycle and to induce mitochondrial superoxide production in models of 
leukemic cell line and embryonic stem cells (Riganti et al. 2004) (N. Li et al. 2003b) (Kučera 
et al. 2016). Thus, our result highlighted a high sensibility of leukemic cells to mitochondrial 
inhibition, demonstrating an increased dependance on oxidative phosphorylation of blasts. 
These results are in concordance and improved previously published report (Liyanage et al. 
2017) but observed in a prospective study on fresh leukemic cells. Of note, this generation of 
ROS by DPI could be reversed by glutathione (Riganti et al. 2004), which was significantly 
lower in our AML patients (compared to healthy controls). 
When we studied ROS levels at the basal statement in leukemic cells, we observed no 
significant difference of ROS emission according to their molecular status. Thus, even if 
alterations such as FLT3-ITD, RUNX1-RUNX1T1, are known to promote ROS (Sallmyr et al. 
2008) (Sinenko et al. 2010), those alterations did not promote by themselves significant 
quantitative ROS gain. However, these molecular abnormalities were associated with different 
profiles of ROS emission under stimulation, arguing for genetic dependant-deregulation of the 
functional state of NOX and/or mitochondria. Indeed, we observed that in stimulating 
mitochondrial conditions (AMA/Rot addition) with or without PMA (a NOX inductor), Core 
Binding Factor (CBF) AML (comprising inv(16) and t(8;21)) displayed higher ROS emission. 
We observed the same higher production of ROS in CBF subgroup in presence of DPI, 
suggesting that high dependance of leukemic cells on oxidative phosphorylation (underscored 
in previous paragraph) was dependant on molecular status, and associated with more favorable 
prognostic subgroups. These functional deregulations affecting redox balance in leukemic cells 
together with those described in “normal” cells draw a particular ecosystem of redox balance 
in AML. 
Finally, we noticed a significant positive link between ROS emission and leukemic 
proliferation or FAB classification as previously observed (Aurelius et al. 2012). Therefore, we 
showed that: i) ROS production depends but not exclusively on genetics ii) ROS deregulation 
affected as well as leukemic cells than normal cells of BM microenvironment and iii) ROS 
emission profiles that evaluated the functional state of Redox effectors (according to 
modulators) are better markers of leukemia heterogeneity than levels of ROS at steady state.  
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As redox balance also depends on antioxidants, we studied levels of some anti-oxidant 
markers at diagnosis in AMLs compared to healthy donors. We observed together reduced 
glutathione, SOD, and thiols decrease but a GPX increase. A glutathione reduction has been 
previously described in CD34+ AMLS cells (Pei et al. 2013), and thiols decrease is usually a 
marker of oxidative stress. Similarly, low SOD activity is a sign of advance stages of oxidative 
stress and was reported in AML and in Fanconi Anemia, an inherited disease with the high 
predisposition to leukemia and was associated with oxidative stress (Saito et al. 1984) (Pagano 
et al. 2013). Hence, our results highlighted that AML patients displayed significant imbalance 
in redox regulators. However, despite oxidative stress can cause damages to lipids, no MDA 
increase was observed in our AML cohort probably because MDA was assayed in PB, which 
not totally reflects microenvironment ROS dysregulation. Moreover, several examples of lipid 
metabolic reprogramming, are observed in cancer cells and protects them from oxidative 
damage (Beloribi-Djefaflia, Vasseur, et Guillaumond 2016). In AML, fatty acids were 
described as a key source for maintaining high oxidative phosphorylation (Farge et al. 2017), 
deregulation of  FAO axis could reflect the absence of lipid peroxidation. Next, we showed that 
levels of those antioxidant markers depend on genetic abnormalities. AMLs associated with 
better prognosis (t(8;21), inv(16)) presented fewer markers of oxidative stress, respectively 
significant lower oxidative glutathione and lower MDA levels, compared to FLT3-ITD, NPM1, 
and DNMT3A AML. which also harbored lower levels of thiols. Altogether, our data underscore 
that redox balance was modified according to molecular status and that AML belonging to good 
prognostic subgroups (CBF AML in our study) displayed significantly different functional 
characteristics of their redox ecosystem. 
 To confirm this hypothesis, we studied the impact of those redox parameters on 
patients prognosis using multivariate analysis. Firstly, we showed that a high reduced/oxidative 
glutathione ratio and an increase in erythrocytic GPX activity at diagnosis were associated with 
a reduction of death, independently of cytogenetics, WBC count and age in global AML 
population, and in AML without FLT3-ITD duplication. In AML with FLT3-ITD duplication 
the decrease of thiols, an oxidative stress marker, was associated with a higher frequency of 
relapse on multivariate analysis. We observed that standard chemotherapy maintains the draw 
of antioxidants with a significant decrease in glutathione and thiols after induction. Secondly, 
we confirmed that assessment of the functionality of oxidative phosphorylation (evaluate by 
the measure of ROS emissions in response to ROS modulators) are accurate and fruitful 
prognostic markers of survival, better than ROS levels at the basal statement. Higher ROS 
emission after AMA/Rot+PMA+ addition was significantly associated with a better survival on 
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multivariate analysis. Similarly, increased ROS emission in conditions acting on mitochondrial 
complexes was associated with better survival (or longer relapse-free duration). Those results 
confirm that mitochondria play a pivotal role in leukemic resistance. In fact, as nicely 
demonstrated by Farge et al (Farge et al. 2017), chemoresistant leukemic cells with high 
OXPHO signature retained active polarized mitochondria with no loss of mitochondrial 
membrane potential after AraC-treatment compared to low OXPHOS. Therefore, modulation 
of mitochondrial OXPHOS status markedly affected the antileukemic effect of AraC in vivo. 
Mitochondrial complex I inhibitors such as metformin can lead to an energetic shift from high 
OXPHOS to low OXPHOS (so-called Pasteur effect) and improve AraC sensibility, suggesting 
that mitochondria resistant to mitochondrial inhibitors are unable (less able) to promote ROS 
and consequently, apoptosis. Our study confirmed, in a prospective study, that bioenergetic 
status of mitochondria done on fresh leukemic cells, is a robust marker of survival. In particular, 
our results show a gradation of functional alterations according to molecular status: the more 
altered profiles are associated with poor survival whereas the less altered (best answering) is 
associated with a better one. Hence, our original approach targeting mitochondrial complex by 
its sensitivity to ROS modulators, could easily select patients with “high OXPHO leukemic 
cells” which can be a good candidate for ROS/mitochondrial targeted therapy.  
In conclusion, our data showed that redox balance in leukemic cells is a complex state 
resulting of numerous interacting actors. This balance is affected by intrinsic properties of AML 
cells including their genetic abnormalities and the functional statement of mitochondria but 
none exclusively, since non-tumoral cells and levels of antioxidant systems are also major 
effectors that play a critical role in the prognostic of patients.  
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Figure 1: ROS profil showing the differential effect of ROS modulators in neutrophils (A), in 
lymphocytes (B) and monocytes (C) from healthy donors. ** means p<0.01 
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Figure 2: ROS profil showing the differential effect of ROS modulators in blasts from bone 
marrow (A) and from peripheral blood (B). * means p<0.05 
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Supplementary Figure 1: ROS profile showing the differential effect of ROS modulators on 
granular myeloid cells from bone marrow AML samples. ** means p<0.01 
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 Figure 3: ROS profile showing the differential effect of ROS modulators on neutrophils(A), 
monocytes(B) from peripheral blood AML samples and on lymphocytes(C) from bone 
marrow AML samples.  ** means p<0.01* means p<0.05 
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Figure 4 : (A) ROS levels from neutrophils AML patients were higher at the basal statement 
compared to neutrophils from heathy donors.  However, neutrophils from AML were less 
reactive to PMA stimulation. In contrast, lymphocytes (B) ROS emissions and monocytes (C) 
ROS emission from AML patients were lower whatever ROS conditions.** means p<0.01 
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Figure 5 represents distribution of SOD activity (A), erythrocytic GPX (B), oxidative 
glutathion (C) in AML compared to healthy donors (HD) and  according to molecular 
abnormalities. ** means p<0.01, * means p<0.05. 
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Figure 6: ROS emission at basal statement from BM leukemic cells according to Fab 
classification. ** means p<0.01 
  
** 
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Figure 7: Spider chart of oxidant profil according to leukemic abnormalities. Each curve 
represent oxidant conditions/ according to leukemic abnormalities. Some oxidant profils 
(t(8;21), inv(16), others) show more flexibility on ROS emission after addition of modulators 
(DPI, AMA/Rot and/or  PMA) and have higher total thiols and reduced/oxidized glutathione 
ratio. “Others” refer to AML than do not express any of the others abnormalities.  
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Figure 8: Forest plot representing Hazard Ratios and confidence intervals after multivariate 
analysis coresponding to ROS emission by leukemic cells in different ROS modulations by 
AMA/Rot, DPI orPMA) respectively in global population (     ), in  FLT3-ITD negative (      ) 
and FLT3-ITD positive (        )population (log-transformated variables). 
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Supplementary data 
Supplementary data Table 1 
Characteristics at diagnosis 
Total patients 
examined 
N=84 
Patient with induction 
N=71 
Age at study entry-year (mean) 60.35 +/- 16.7 56.75 +/- 15.5 
White blood cells at diagnosis- per G/L 37.1 [0.5;358] 32.5 [0.5;309] 
Male/ sex (%) 44 (52) 34 (47) 
Bone marrow blasts at diagnosis-% 56.44 +/- 21.8 55.2  +/- 21.7 
Hemoglobin  94.45 +/- 20.6 93.4 +/- 19.7 
Cytogenetic risk group- no (%) 
Favorable 
Intermediate 
Unfavorable 
Missing data 
 
11 (13) 
57 (67) 
15 (18) 
1 (1) 
 
9 (13) 
51 (71) 
11 (15) 
0 
AML FAB subtype-no. (%) 
• AML with minimal maturation M0 
• AML without maturation M1 
• AML with maturation M2 
• Acute myelomonocytic leukemia M4 
• Acute monoblastic/cytic leukemia M5 
• Acute erythroid leukemia M6 
 
 
8 (9) 
18  (21)                                                                     
24 (28) 
20 (24) 
10 (12) 
2 (2) 
 
 
                 
                 8 (11) 
15 (21) 
22 (31) 
15 (21) 
9 (13) 
2 (3) 
 
Mutation-no./total no. (%) 
NPM1 
FLT3 
DNMT3A 
IDH1 or IDH 2 
Inv(16)  
t(8;21) 
 
 
            28(33) 
23/81(28) 
15/75 (20) 
10(12) 
7(8) 
4(5) 
 
                 
                24(33) 
20(28) 
14(20) 
10(14) 
5(7) 
4(6) 
 
% Death - 43.6 
% Complete remission (including CR 
with incomplete blood 
count recovery) 
- 
74.6 
Follow-up period (months) - 24.06 +/-15.59 
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Supplementary data Figure 1  
ROS emission among hematopoietic population : (A) separation between singlets and 
doublets; (B) selection of population (C) ROS emission by leukemic cells measured by DHE 
(MFI)  
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Supplementary data Figure 2 
 ROS profile showing the differential effect of ROS modulators on granular cells from bone 
marrow AML samples.  ** means p<0.01 
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Chapitre 2 : 
La protéine S100A8, acteur du 
microenvironnement médullaire et du 
pronostic de patients atteints de LAM 
1 Résumé 
 
 Dans cette étude, nous avons mesuré la concentration de protéine S100A8 ([S100A8]) 
dans 78 plasmas médullaires dont 50 LAM de novo, 12 néoplasmes myéloprolifératifs (NMP), 
7 syndromes myélodysplasiques (SMD) et 9 témoins sains. Tout d'abord, les patients atteints 
de LAM présentent des taux significativement plus élevés que les sujets sains mais aussi que 
les patients atteints de SMD ou de NMP. Il existe une corrélation significative entre les 
concentrations médullaire et sanguine bien que la [S100A8] médullaire soit 7 fois plus élevée 
que la sanguine. Par ailleurs, l'intensité de la prolifération cellulaire (leucocytose périphérique 
et médullaire) est directement corrélée avec la [S100A8]. La protéine S100A8 étant exprimée 
par les cellules leucémiques et représentant 40% des protéines cytoplasmiques des 
polynucléaires neutrophiles, cette expression médullaire de S100A8 aurait pu provenir de ces 
types cellulaires. Cependant, nous n’avons observé aucune corrélation entre [S100A8] et les 
cellules leucémiques ni avec la lignée myéloïde. Une corrélation significative et étroite entre 
[S100A8] et le pourcentage de monocytes (p<0.001 R=0,68) suggère que les monocytes en sont 
les principaux producteurs dans le microenvironnement médullaire. Ce lien est particulièrement 
renforcé par la [S100A8] particulièrement élevée dans les LAM4 (leucémie myélomonocytaire) 
et 5 (leucémie myéloblastique) de la classification FAB. Bien que la protéine S100A8 
intrablastique soit de pronostic péjoratif, nous n'avons retrouvé aucun impact entre [S100A8] 
extracellulaire et le taux de rémission, la survie globale ou le taux de rechute dans l'ensemble 
de la population. Cependant, l’expression de S100A8 dans le plasma médullaire est 
significativement plus élevée chez les patients présentant des anomalies moléculaires de bon 
pronostic (telles que NPM1 ou inv(16)). De même, chez les patients FLT3-ITD mutés, des taux 
élevés de S100A8 sont significativement associés à une meilleure survie, comparativement aux 
patients ayant une faible expression médullaire de S100A8. En définitive, notre étude montre 
qu'il existe une sécrétion monocytaire de S100A8, probablement d'origine inflammatoire, qui 
en fonction du statut moléculaire des patients contribue à leur pronostic. 
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Besides leukemia-intrinsic molecular abnormalities that are decisive on clonal initiation 
and leukemic cell proliferation, bone marrow (BM) microenvironment has been revealed as a 
major player in leukemogenesis and disease progression(Konopleva et Jordan 2011). The 
microenvironment is composed of non-tumoral cells (mesenchymal cells, lymphocytes, 
macrophages, myeloid-derived cells etc.), and but also of biologic fluid carrying chemokines, 
alarmins, exosomes etc. that could activate different signaling pathways. Acute myeloid 
leukemias (AML) cells are constantly bathed in extra-cellular signals that influence their clonal 
evolution and potentially disease prognosis. S100A8, otherwise known as calgranulin A due to 
its physiologically abundant expression in neutrophils and its calcium chelating property, is 
upregulated in many types of cancer(Bresnick, Weber, et Zimmer 2015). In hematologic 
disorders, intracellular S100A8 coupled to S100A9 protein regulates leukemic proliferation 
through myeloid differentiation and has been shown to induce a defect in erythroid 
differentiation in a mouse model of myelodysplastic syndrome (MDS)(Zambetti et al. 2016).  
The high expression of S100A8 mRNA by blasts cells has been observed in a subset of AML 
patients (Cancer Genome Atlas Research Network et al. 2013) and increased intracellular 
S100A8 has been associated with poor prognosis(Nicolas et al. 2011). Moreover, S100A8 
exerts an endogenous damage-associated molecular pattern (DAMP) of activity. S100A8 
expression is induced by inflammatory stimuli in macrophages and the protein can be secreted 
via a Golgi complex-independent pathway(Rammes et al. 1997). Thus, high levels have been 
found in plasma or extracellular fluids of adults with chronic inflammatory diseases including 
rheumatoid arthritis, Crohn’s disease etc.(Lügering et al. 1995). Similarly, S100A8/A9 is 
secreted into peripheral blood (PB) where it may play a role in leukemic progression through 
genotoxic stress(Zambetti et al. 2016). 
In this context, we hypothesized that S100A8 can be secreted into BM niche and probably 
influences leukemic cell behavior. Thus, we measured the concentration of S100A8 (referred 
to [S100A8] in the text) in 78 samples of BM plasma from 50 patients with de novo AML, 12 
with myeloproliferative neoplasms (MPN), 7 with MDS and 9 healthy donors. We found that 
de novo AML patients had high BM plasma [S100A8], mainly coming from the monocytic 
compartment. Indeed, we observed higher [S100A8] in AML French-American-British (FAB) 
classification subtypes 4 and 5 and in AML patients with mutated NPM1 or inv(16) 
(p13.1;q22) . Moreover, we showed that BM plasma [S100A8] was significantly higher in a 
subset of FLT3-ITD patients with better survival. 
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BM plasma [S100A8] were significantly higher in AML patients than in patients with pre-
leukemic states (MPN and MDS) or than in healthy donors (Figure 1A, p<0.05, n=78); and was 
significantly associated with BM hypercellularity (p<0.05) (Figure 1B). This association was 
confirmed in PB as leukocytosis was significantly associated with PB [S100A8] (p<0.001, 
R=0.89). [S100A8] was 7-to 10-fold higher in BM plasma than in PB (respectively, mean 
BM=946.4 µg/L [30.7;7500], mean PB= 131.5 µg/L [10.24; 1794.2]; paired data n=28, p<0.05; 
mean BM=1246.7 µg/L [30.7;10055.3], mean PB= 131.5 µg/L [10.24; 1794.2], non-paired 
data, p<0.05). Furthermore, a positive correlation between BM and PB was observed in AML 
(p<0.001, R=0.85). Consequently, our result confirms, in a bigger cohort and in BM as well as 
in PB, the increase of extracellular [S100A8] in AML, previously observed in PB, in 
comparison with healthy donors(Laouedj et al. 2017). We suggest that S100A8 behaves as an 
alarmin particularly in BM niche, associated with hypercellularity and its presence in PB 
reflects that in BM.  
 As S100A8 and S100A9 represent 40% of the cytoplasmic protein in neutrophils, one 
could have supposed that S100A8 is released from neutrophils or their precursors. However, 
no linear correlation was observed between BM [S100A8] and myeloid precursors or 
granulocytes in BM, (respectively p=0.21 R= 0.18, p=0.28 R= 0.30). On the contrary, the 
percentage of monocytes was positively linked with [S100A8] in both BM and PB (respectively 
p<0.001 R=0.68 and p<0.001 R=0.68). As S100A8 is frequently secreted by macrophages in a 
context of inflammation, our results suggest an important role of inflammation in AML 
progression. The particular link with a monocytic lineage was underscored by the disparities 
between different AML subgroups. According to the FAB classification, BM [S100A8] was 
higher in acute monocytic leukemia (M5) and acute myelomonocytic leukemia (M4) than in 
other subtypes (Figure 1D) (p=0.003). 
Our next question was whether BM [S100A8] originated from reactional or clonal 
monocytes. Firstly, the percentage of blasts in BM was negatively correlated with BM 
[S100A8] (p<0.05 R= -0.31) and no significant correlation was found between PB [S100A8] 
and blast count, suggesting that blasts were not the main source of S100A8. On the other hand, 
immunophenotyping of leukemic cells was concordant with the high prevalence of monocytoid 
patterns in patients with high BM [S100A8]. In a univariate analysis, the presence of 
monocytic-associated membrane markers such as CD33+, CD4+, CD14+, CD64+, CD36+, 
CD11c+ was positively correlated with BM [S100A8] (respectively, p=0.002 R= 0.43; p=0.001 
R= 0.46; p=0.002 R= 0.44; p=0.002 R= 0.43; p=0.003 R= 0.41; p=0.001 R= 0.48); others, such 
as CD34+, CD 117+, CD3+, were negatively correlated (respectively p=0.006 R= -0.39 and 
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p=0.04 R= -0.28, p=0.03 R= -0.31). No correlation was observed with HLA-DR, MPO and 
CD56. Multivariate linear regression revealed that BM [S100A8] was mainly expressed when 
blasts expressed CD11c, CD4 but not CD3 or CD117 (R²=0.46; p<0.05). In fact, the association 
between myelomonocytic and monocytic AMLs (M4 and M5 FAB subtypes) and S100A8 has 
been already suggested by S100A8 RNA quantification in The Cancer Genome Atlas(Laouedj 
et al. 2017). Thus, S100A8 in BM is not released from neutrophils as is usually observed, but 
mainly from monocytes. One could hypothesize that some of these cytologically observed 
monocytes are Myeloid Derived Suppressed Cells (MDSC). Indeed, S100A8 and S100A9 have 
been described in exosomes from MDSC in a model of breast cancer (Burke et al. 2014) and 
moreover, S100A8 is also known to promote MDSC accumulation(Sinha et al. 2008). 
Intracellular expression of S100A8 by blasts confers a poor prognosis to the intermediate 
cytogenetic AML subgroup(Nicolas et al. 2011). Our results suggested that the high BM 
[S100A8] in the extra cellular matrix was not released by blasts (negative correlation with blast 
count). Thus, the prognostic value of secreted [S100A8] could differ from that of intracellular 
[S100A8] in leukemia cells. To evaluate the prognostic value of extracellular BM [S100A8], 
we divided patients into high releasers (BM [S100A8] ≥300µg/L, mean 2516.7µg/L, n=24) and 
low releasers (BM [S100A8] < 300µg/L, mean 74.5µg/L, n=26). High releasers displayed no 
significant differences in complete remission rate, relapse-free or overall survival compared to 
low releasers (Figure 2A). Similar results were observed if PB [S100A8] was considered (data 
not shown). Similarly, no correlation or difference between BM [S100A8] and age, sex and 
cytogenetic risk factors was detected (respectively p=0.99, p=0.19 and p=0.7). These results 
suggested that high BM [S100A8] is not associated with a poor prognosis, in contrast to than 
intracellular S100A8 overexpression. Thus, S100A8 appears to exert different roles and have 
different prognostic values according to its localization, within leukemic cells or in the 
extracellular matrix. 
According to the 2016 WHO molecular subtypes, high BM [S100A8] is seen in particular 
in AMLs with mutated NPM1 and inv(16) (p13.1q22) (p<0.05, Figure 1C). Furthermore, AMLs 
with IDH1 or IDH2 mutations have significantly lower BM [S100A8] (p<0.05). Considering 
that high [S100A8] releasers often carry inv(16) (p13.1q22)  or NPM1 mutations known to be 
markers of a good prognosis, we hypothesized that high levels of [S100A8] in the BM 
extracellular matrix could also be a marker of good prognosis. In the same way, the expression 
of S100A9 in BM plasma was higher in low-risk MDS than in high risk patients(Ashley A. 
Basiorka et al. 2016). Furthermore, when we focused on FLT3-ITD mutated patients, we 
observed that high BM [S100A8] was significantly associated with a better survival (Figure 2B, 
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p<0.05) compared to FLT3-ITD mutated patients with low BM [S100A8]. The role of the 
CXCR4 axis could be implicated in the better prognosis of those with high BM [S100A8] 
among FLT3-ITD patients. In fact, FLT3-ITD AMLs are associated with a high expression of 
CXCR4, known to block cells in the BM niche(Rombouts et al. 2004). When subjected to an 
inflammatory signal, that could include over-secretion of S100A8, the CXCR4 axis is inhibited 
promoting cell migration and improving accessibility for chemotherapy(Jung et al. 2015). In 
the same way, the inhibition of the CXCR4 axis overcomes resistance to FLT3 inhibitors(Zeng 
et al. 2009).  
In conclusion, our results showed that there is high active secretion of S100A8, mainly due 
to the monocyte lineage, into the BM microenvironment, suggesting that a significant 
inflammatory reaction takes place in the BM of AML patients. This extracellular hyper-
expression of S100A8 varies according to the molecular status of the patient, with the highest 
levels observed in subgroups with a good prognosis or in a subgroup of FLT3-ITD patients with 
a better survival. Altogether, our results suggest that extracellular S100A8 levels are linked to 
the molecular status of AML and could influence leukemic cell behavior and thereby [S100A8] 
could be used as a surrogate marker of AML prognosis.  
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Table 1: Patients characteristics 
Table 1 shows the patients’ characteristics. Samples were collected from fifty patients with de 
novo AML at diagnosis between June 2013 and March 2016 by the Grenoble Alpes University 
Hospital Biobank (BRIF: BB-0033-00069) with informed consent and project approval by the 
research ethics board of Comité de Protection des Personnes Sud Est V. Acute promyelocytic 
leukemia and secondary AML were excluded. Patients were treated according to current 
chemotherapy protocols in place at the time of sampling with anthracycline and high-dose 
Aracytine-based regimens.  Abbreviations: NA Not Available. 
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Clinical characteristics Whole 
population 
N=50 
High BM 
[S100A8] 
N=24 
Low BM 
[S100A8] 
N=26 
P 
value 
Median age, years (range) 58 (18 ;83) 55 (18 ;81) 60 (28 ;83) 0.24 
Sex ratio M/F 27/23 10/14 17/9 0.09 
White blood cell count 
(G/L) 
33 (0.5;309.5) 53.9 
(1.1;309.5) 
13.8(0.5;95.6) 0.004 
FAB classification (%) (M3 
excluded) 
• M0 
• M1 
• M2 
• M4 
• M5 
• M6 
 
 
6 (12) 
11 (22) 
16 (32) 
11 (22) 
5 (10) 
1 (2) 
 
 
1 
1 
9 
9 
4 
0 
 
 
5 
10 
7 
2 
1 
1 
 
 
NA 
 
Cytogenetic risk level 
• Favorable 
• Intermediate 
• Unfavorable 
 
 
8 (16) 
34 (68) 
8 (16) 
 
4 
17 
3 
 
4 
17 
5 
 
NA 
0.68 
NA 
2016 WHO classification 
• AML with 
t(8;21)(q22;q22.1) 
• AML with inv(16) 
(p13.1q22) 
• Others recurrent 
genetic 
abnormalities 
• AML with mutated 
NPM1 
• AML with 
myelodysplasia-
related changes 
• AML, NOS  
 
 
4 (8) 
 
4 (8) 
 
3 (6) 
 
17 (34) 
 
7 (14) 
 
 
15 (30) 
 
 
1 
 
3 
 
1 
 
12 
 
4 
 
 
3 
 
3 
 
1 
 
2 
 
5 
 
3 
 
 
12 
 
NA 
 
NA 
 
NA 
 
0.02 
 
NA 
 
 
0.009 
FLT3-ITD mutations n(%) 9/50 (18) 7 2 NA 
IDH1 or IDH2 mutations 
n(%) 
7/49 (14%) 1/24 6/25 NA 
Complete remission n(%) 39 (78%) 17 22 0.23 
Dead n(%) 23 (46) 10 13 0.55 
Median follow-up time, 
months (range) 
25 (0.16-51.55) 26.6 (0.16-
51.55) 
25 (0.69-50.8) 0.76 
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Figure 1: AML patients displayed significantly high levels of S100A8 in BM plasma. 
BM and PB plasma were rapidly collected and protease inhibitor (Complete EDTA free 
protease inhibitor cocktail, Roche) was added to avoid protein degradation before freezing. 
ELISA was performed to quantify levels of S100A8 in BM and PB plasma according to the 
manufacturer’s instructions (Life technologies). Statistical analysis was performed using SPSS 
software version 23. Kruskal-Wallis and Mann-Whitney’s tests were used to compare 
[S100A8]. A/ [S100A8] (µg/L) were higher in AML BM plasma than in the BM plasma of 9 
healthy donors, the 7 patients with Myelodysplastic Syndrome (MDS) and the 12 with 
Myeloproliferative Neoplasms (MPN) (*p <0.05). B/ [S100A8] in BM plasma was correlated 
with BM cellularity (*p <0.05). C/ [S100A8] varies among molecular subgroups of patients (*p 
<0.05), Abbreviations: MD Myelodysplasia, NOS Not otherwise specified. D/ [S100A8] varies 
among the FAB subgroups of patients, being higher in M4 and M5 subtypes (*p <0.05). 
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Figure 2: BM S100A8 levels differ among subgroups of patients with significantly 
different prognosis. 
A/ Patients were divided in high releasers (BM [S100A8]≥300µg/L, mean 2516.7µg/L, n=24) 
and low releasers (BM [S100A8]< 300µg/L, mean 74.5µg/L, n=26). No difference in overall 
survival was observed between high releasers and low releasers. Overall survival was 
considered according to Cheson et al (Cheson et al. 2003) and estimated using the Kaplan-
Meier method. Abbreviation: NS Non significant 
B/ Among FLT3-ITD patients, high BM [S100A8] releasers had a better prognosis.  
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Chapitre 3 : 
Rôles de la protéine S100A8 
extracellulaire sur la prolifération et le 
métabolisme bio-énergétique de lignées 
leucémiques 
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1 Résumé  
 
La protéine S100A8 module les ROS de diverses façons. D’une part, son recrutement 
intracellulaire stimule l’activité oxydante de la NADPH oxydase, l’une de sources principales 
de ROS de la cellule. Par ailleurs, la S100A8 entraine une augmentation des ROS 
mitochondriaux via des mécanismes d’apoptose lorsqu’elle est complexée sous forme 
d’hétérodimère avec la protéine S100A9. Les ROS, eux-mêmes, sont connus pour influencer 
les mécanismes de prolifération, de différenciation et ainsi que le métabolisme cellulaire dans 
la leucémogenèse. Face à l’importante expression de la S100A8 dans le microenvironnement 
leucémique, nous nous sommes intéressés aux relations entre la protéine S100A8 extracellulaire 
et l’émission de ROS et leurs interférences avec la croissance cellulaire, l’apoptose, la 
respiration mitochondriale et les modulations du métabolisme, sur cinq lignées leucémiques 
humaines. 
La protéine S100A8 recombinante a été produite sous forme de protéine de fusion à 
partir d’une souche bactérienne, puis purifiée. Les lignées leucémiques ont été mises en culture 
en présence de concentrations de S100A8 (5µg/ml et 50µg/ml) à 4H et 24H.  L’émission des 
ROS et l’apoptose ont été mesurées par cytométrie en flux avec une sonde DHE et de l’annexin 
V avec ou sans adjonction de PMA. La respiration mitochondriale a été réalisée à l’aide de 
l’automate Seahorse. Les métabolites ont été identifiés par HR MAS. 
Notre étude montre une grande variabilité de profils des lignées en réponse à la S100A8. 
En présence de S100A8, certaines lignées présentent une prolifération dose-dépendante 
associée à une décroissance de l’émission de ROS dose-dépendante, d’autres, au contraire, 
présentent une émission de ROS associée à une apoptose dose-dépendante. Certaines sont 
quasiment insensibles à l’addition de S100A8. Par ailleurs, notre étude a confirmé la 
potentialisation de l’activité oxydante de la NOX en présence de S100A8 dans certaines lignées 
leucémiques. Nous démontrons que ce mécanisme de stimulation de NOX, décrit initialement 
à partir d’expression intracellulaire de S100A8, se produit également à partir de S100A8 
extracellulaire, suggérant une internalisation de la S100A8 extracellulaire ou une auto-
induction de sa production intracellulaire. Ainsi, ces données suggèrent que les effets 
hétérogènes de la S100A8 sur les cellules leucémiques pourraient probablement être liés à leur 
variabilité génétique, mais aussi aux nombreux récepteurs de surface qui transmettent son 
activité (RAGE, TLR4, CD36, CD11b / CD18 (Mac-1), CD69, MCAM, PAR-2).    
Outre, ces effets sur l’émission de ROS, la croissance cellulaire et l’apoptose, la protéine 
S100A8 augmente la « Spare Respiratory Capacity » dans certains types cellulaires, 
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correspondant à la capacité de la mitochondrie à répondre à des besoins accrus en énergie. De 
façon originale, dans plusieurs lignées, une variation de la phosphocholine en réponse à la 
S100A8 a été observée et semble en lien avec les mécanismes de croissance cellulaire et 
d’apoptose. Des régulations du métabolisme de la choline ont été identifiées dans de multiples 
cancers mais n’a été que rarement décrit dans les LAM. Toutefois, les liens entre la S100A8 et 
la phosphocholine ne sont pas encore identifiés. Les métabolismes de la S100A8 et de la choline 
agissent tous deux sur la voie MAPK, ce qui suggère qu'un mécanisme de régulation pourrait 
avoir lieu. D'autres expériences devraient explorer le lien entre S100A8 et phosphocholine. 
En conclusion, notre étude a fourni des données originales permettant de mieux 
comprendre les mécanismes de l’action de la protéine S100A8 dans les LAM. Nos résultats 
démontrent que la sécrétion de S100A8 peut conduire à une modification significative de la 
production de ROS, de la prolifération/apoptose, de la respiration mitochondriale et des profils 
métaboliques des cellules leucémiques en fonction de la nature des cellules leucémiques. Nos 
résultats suggèrent que le microenvironnement médullaire à travers la sécrétion de S100A8 peut 
réguler le métabolisme bioénergétique des progéniteurs leucémiques et renforcent les 
arguments en faveur du rôle critique du microenvironnement dans le pronostic des patients. 
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Introduction  
 
Acute Myeloid Leukemias (AMLs) are characterized by a proliferation of immature 
myeloid cells called “blasts” in bone marrow. Molecular abnormalities distinguished several 
subtypes of leukemic cells with different prognosis and response to conventional 
chemotherapy. Beside functional alteration of leukemic cells dependent of their genetic status, 
an increased number of studies reported the critical role of the bone marrow microenvironment 
in initiation and progression of the leukemic process (Konopleva et Jordan 2011). This 
alteration included defect of mesenchymal stromal cells, but also a production of aberrant 
signals from microenvironment to leukemic cells. These signals included various effectors as 
exosomes, microparticles, mitochondria or secreted inflammatory proteins (i.e.inflammasome) 
that modulate behaviors of leukemic cells (Kumar et al. 2017) (Kalinkovich et al. 2006). For 
instance, the mitochondrial transfer between bone marrow microenvironment and leukemic 
cells change their metabolism leading to drug resistance (Marlein et al. 2017) (Griessinger et 
al. 2017).  
In bone marrow microenvironment of AML patients, S100A8 has recently been shown 
to be highly expressed in some subtypes of AML. This low molecular weight protein with an 
important calcium affinity is abundantly expressed in neutrophils and in inflammatory 
macrophages. S100A8 exerts both intracellular and extracellular regulatory activities on 
proliferation and differentiation (Donato et al. 2013) (Ghavami et al. 2009). Its extracellular 
activity as an endogenous damage-associated molecular pattern (DAMP) was mostly studied in 
the context of its association as heterooligomer with S100A9. For instance, S100A8/A9 is 
proved to exert versatile effects on tumor cells apoptosis or proliferation through activation of 
receptors for advanced glycation endproducts (RAGE) (Ghavami et al. 2009). Furthermore, 
intracellular S100A8/A9 behave as a positive mediator of NADPH oxidase (NOX) (Claus 
Kerkhoff et al. 2005) and thereby is a regulator of ROS production.  
However, being frequently co-expressed (Gebhardt et al. 2006), independent functions 
of S100A8 and S100A9 were recently described (Berthier et al. 2012) (Hsu et al. 2014) 
supporting the idea that free fraction of those proteins could carry their activities. Intracellular 
S100A8 dysregulation has been explored in many types of cancer (Bresnick, Weber, et Zimmer 
2015) such as in acute myeloid leukemia (AML) (Cancer Genome Atlas Research Network et 
al. 2013) (Nicolas et al. 2011) but its extracellular role is less known. Recently, we have shown 
that S100A8 is secreted at high levels in bone marrow niche of AML patients. Otherwise, 
S100A8 secretion was mostly observed in subtypes such as inv(16), NPM1-mutated or a subset 
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of  FLT3-ITD with a better prognostic AML, suggesting that S100A8 could influence in 
leukemic cells proliferation through alteration of NOX-dependent ROS production. However, 
taking into account the role of ROS on PI3K/mTOR/AKT pathway(Yalcin et al. 2010), or the 
particular link between glucose metabolism and ROS production (J. H. Kim et al. 2005), we 
could hypothesize that S100A8 act also as a potential regulator of bio-energetic metabolism. 
In this context, we studied on 5 different leukemia cell lines the impact of S100A8 
protein on viability/proliferation of leukemic cells together with their mitochondrial 
bioenergetics status and metabolomics profiles in link with ROS production.  
 
Materials and methods: 
 
Cells and Cell Culture  
 
Human leukemia cells of myeloid lineages HEL, HL60, K562, OCI-AML3, and KG1 
were cultured routinely in RPMI supplemented with 10% fetal bovine serum, 1% of glutamine 
and 1% of penicillin- streptomycin at 37 °C with 5% of CO2 atmosphere. Briefly, HEL was 
established from a secondary leukemia (AML M6) after treatment for Hodgkin lymphoma) 
carries a complex karyotype with the JAK2V617F mutation. HL60 established from AML FAB 
M2 carries amplified MYC gene. K562 derived from the pleural effusion of a chronic myeloid 
leukemia in blast crisis carries the BCR-ABL1 transcript. OCI-AML3 established from an AML 
FAB M4 (myelomonoblastic) at diagnosis carries an NPM1 gene mutation (type A) and the 
DNMT3A R882C mutation. KG1 was established from a secondary AML carried a complex 
karyotype. To avoid contamination of S100A8 from fetal bovine serum, leukemia cell lines 
were starved for 48h in RPMI-1640 supplemented with 1% Insulin Transferrin Selenium, 1% 
of penicillin-streptomycin and 1% of glutamine before treatment with recombinant S100A8 as 
previously done (Ghavami, Rashedi, et al. 2008).  
 
Production of S100A8 
 
Recombinant protein was produced by bacterial overexpression adapted from the 
previously described method (Paclet et al. 2007). Briefly, cDNAs encoding MRP8 was cloned 
into a pGEX-4T-1 GST vector. The proteins were expressed in BL 21 Escherichia coli as 
glutathione S-transferase (GST) fusion proteins. Protein expression was induced with isopropyl 
thiogalactoside (IPTG) (0.5 mM at 16°C) overnight. Bacteria were harvested and the pellet was 
sonicated. The supernatant was collected. After ultracentrifugation (100 000g during 1h at 
+4°C), GST fusion proteins were affinity purified from IPTG-induced bacteria on glutathione-
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Sepharose. After washing in PBS, recombinant proteins were cleaved using thrombin. To 
eliminate potential residual GST fusion proteins, a second purification on glutathione-
Sepharose was done. Western Blot and BC protein assay (Biorad) respectively confirmed the 
presence of purified recombinant S100A8 and evaluated the S100A8 concentration. 
Recombinant S100A8 proteins were filtered on 0.22µm and were stored at –20°C until further 
use.  
 
Cell viability after treatment with S100 proteins 
 
After starvation, cells were counted and adjusted to be concentrated at 500 000 cells /ml. 
This cell suspension was shared under three different conditions: 0, 5 and 50 µg/ml of S100A8. 
For the negative control, vehicle (PBS) was added. After 4 and 24 hours, the living and dead 
cells counts were done under microscope after a half dilution in trypan blue. The experience 
was done at least three times for each leukemic cell lines. Results were expressed as ratio of 
number/ml of living cells treated with S100A8 to number/ml of living in negative control.  
 
Mitochondrial bioenergetics measurements 
 
Measurement of oxygen consumption rate (OCR) was performed using a Seahorse 
XF96 analyzer after an optimization concerning concentrations of mitochondrial modulators 
and number of cells/ well for each cell lines (Supplementary data Table 1). Impact of S100A8 
on mitochondrial respiration was studied at H0 (extemporaneous S100A8 (50µg/ml) versus 
vehicle (PBS) injection) and after H24 of S100A8 (50µg/ml) coculture. After counted, cells 
were resuspended with unbuffered medium and were seeded in XF96 plates precoated with 
Cell-Tak. Cells were equilibrated in the unbuffered medium for 45 minutes at 37°C in a CO2-
free incubator before being transferred to the XF96 analyzer. Basal OCR and the change in 
oxygen consumption were measured upon application of oligomycin, the uncoupler FCCP, a 
combination of antimycin and rotenone. In fact, oligomycin normally inhibits ATP synthase 
(complex V) and leads to the decrease in OCR associated with cellular ATP production. FCCP, 
an uncoupling agent, collapses the proton gradient and leads to maximal oxygen consumption 
by complex IV. Thereby, seven measures characterize mitochondrial functions respectively: 
Non-Mitochondrial Oxygen Consumption (abbreviation=NMOC); Basal respiration (BR); 
Maximal respiration (MR); Proton Leak (H+ leak); ATP Production (ATP P); Spare capacity 
respiration (SRC%); Coupling efficiency (CE). NMOC corresponds to oxygen consumption 
due to others causes than mitochondria; BR shows energetic demand of the cell under baseline 
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conditions. MR shows the maximum rate of respiration that the cell can achieve.; ATP P reflects 
ATP produced by the mitochondria that contributes to meeting the energetic needs of the cell. 
H
+ 
Leak remains basal respiration not coupled to ATP production and can be a sign of 
mitochondrial damage or can be used as a mechanism to regulate the mitochondrial ATP 
production. SRC indicates the cell’s ability to respond to demand can be an indicator of cell 
fitness or flexibility. Each condition was done at least in triplicate. All experiments were 
performed at least 3 times.   
 
Determination of ROS production 
 
Intracellular reactive oxygen species (ROS) were detected by staining cells with 
Dihydroethidium (10 µM) with or without the addition of Phorbol myristate acetate (PMA) (80 
ng/ml) in PBS supplemented with CaCl2 (0.9mM), MgCl2 (0.5mM) and glucose (20mM). 
Annexin V-APC was used to select non-apoptotic cells. All reagents were incubated 30 min (15 
min for PMA) with gently mixed at 37°C in the dark. The acquisition was conducted on FACS 
Canto cytometer. Data analysis was performed using the BD FACS Diva software version 6.0. 
All experiments were performed at least 3 times at H4 and at H24. 
 
Metabolites detection by HRMAS: High Resolution Magic Angle Spinning 
 
Metabolites production by leukemic cells was performed by Nuclear Magnetic 
Resonance (NMR) according to High Resolution Magic Angle Spinning (HRMAS) technic. 
Approximately 1 to 3 million of cells from culture was centrifuged, in order to have at least 3 
million of cells at the end of the handling. After centrifugation, three washes were performed: 
one with PBS and two with deuterated PBS. Cells were suspended in few microliters of 
deuterated PBS, as well as patient’s cells, and transferred into an insert. Inserts were also stored 
at -80°C. HRMAS NMR experiments were performed on the IRMaGe facility at the frequency 
of 500 MHz. Sample was inserted into a 4 mm zirconium rotor and put into the superconducting 
magnet of the spectrometer Bruker 500 Avance III (Bruker Biospin, Germany). Settings were 
performed at the workstation before spectrum acquisition: MAS spin rate was set at 4000 Hz 
and sample temperature at 277K. To attenuate the signal from lipids and macromolecules 
capable of mask metabolites, Carr-Purcell-Meiboom-Gill acquisition sequence was used. 
Signal amplitude (matching) and frequency (tuning) were adjusted and homogeneity of the 
magnetic field was verified, in order to get the best possible resolution. Previous steps were 
performed for each insert. All the NMR-HRMAS spectra were corrected for phase and baseline 
distortions using Topspin™ (V 3.5, Bruker Biospin) and the spectral region δ 0.8-8.7 were 
divided into buckets with equal width of 0.001 ppm using NMRProcFlow 1.2 Online. The 
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regions at δ 4.6-5.3 and δ 3.65-3.75 were discarded to eliminate the effects of imperfect water 
presaturation and to remove a pollution signal. At least, 3 insert of each condition were done. 
 
HRMAS Data Processing  
 
We used an unsupervised strategy to search for clusters of samples, via graphical 
projection methods. Each point represents an individual. to compress the data. we use 
multivariate statistics like Principal Component Analysis (PCA). The samples are represented 
in a plan relative to the first two components (called the score plot), to verify the quality of data, 
to find clusters or to detect outliers. Secondly, we perform a supervised analysis using 
Orthogonal Projection to Latent Structure with Discriminant Analysis (OPLS-DA). A specific 
representation showing the metabolite according to their frequency has been built for data 
arising from NMR (called “S-line” in the SIMCA-P software). The OPLS-DA models were 
built and the score plotted with the 2 first components. After back-transformation, the loadings 
were plotted in 1D loading plot with correlation coefficients color-coded for each variable (or 
the metabolite signals).  
 
Statistical analysis 
 
Statistical analysis was performed using SPSS software version 23. Results were 
considered as significant when p value was ≤0.05. 
 
Results: 
 
Impact of S100A8 on ROS Production, cell growth, and apoptosis  
 
S100A8 is known as a regulator of NOX complex and thereby is considered as an 
inductor of ROS production on normal cells(Claus Kerkhoff et al. 2005). To evaluate if the 
leukemic cells behaved like non-tumor cells in response to S100A8 and if differences existed 
between different types of AML, we evaluated ROS response cell growth and apoptosis in 
response to exogenous S100A8 of 5 leukemic lines, representing different subtypes of AML 
(see material and methods). PMA was used as a control of NOX activation.  
In HL60 cells, S100A8 promoted cell growth in a dose-dependent manner at H4 
(p=0.055) and H24 (P=0.03) (figure 1A). No difference in apoptotic population was observed 
(figure 1B, H24, p=0.368). When incubated with S100A8, ROS emission significantly 
decreases in a dose-dependent manner especially at H24, in global population and in non-
apoptotic population (p≤0.05) (figure 1C). This dose-dependent ROS decrease was also 
observed with extemporaneous addition of PMA at H4 and H24 (figure 1D). Interestingly, we 
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observed that in controls (cells without S100A8), ROS emission was not stimulated by PMA 
(H4 and at H24, p=1 and p=1 respectively). This suggests an intrinsic default of NOX function 
in HL60 cells, reinforced by the known low expression of NOX2 (Zielonka et al. 2014). 
However, when pre-cultured with S100A8 (5µg/ml or 50µg/ml), levels of ROS emission in 
presence of PMA were significantly higher than levels in same cells without PMA (respectively 
at H4 and at H24 p=0.06 and p=0.03), suggesting that S100A8 can at least partially, restore 
NOX sensitivity to PMA.  
 In OCI-AML3 cells, S100A8 at 50µg/ml did not promote cellular growth at H24 
(p=0.11) nor at H4 (figure 2A) and induced a significant dose-dependent increase of apoptotic 
population (Annexin V positive) at H4 and at H24 (p<0.05, figure 2B). ROS emission increased 
in a dose-dependent manner but seems to be link to apoptosis as ROS emission was significant 
in global population (apoptotic and non-apoptotic population) (figure 2C and 2D) but not 
significant in non-apoptotic population (AnnexinV negative population) at H4 and H24 
(respectively p=0.71 and p=0.097). No extemporaneous effect of PMA was observed in 
controls, nor in S100A8 conditions in global population neither in non-apoptotic population. 
Altogether these results suggest that S100A8 strongly induces apoptosis associated with ROS 
production. 
In KG1 cells, S100A8 significantly promotes cellular growth (respectively at H24, 
p=0.04 and at H4 p=0.08) (figure 3A). Furthermore, a slight dose-dependent increase of 
apoptosis population was observed at H24 but it was not significant (p=0.1) (figure 3B)). In 
global population, ROS emission increases in a dose-dependent manner at H24 (p=0.042) but 
not at H4 (p=0.24). Nevertheless, this increase in ROS emission seems to be distinct from 
apoptosis as it was also detected in non-apoptotic population in dose-dependent S100A8 
addition with or without PMA stimulation at H24 (respectively p=0.042 and p=0.05) (figure 
3C). No increase in ROS emission was observed in PMA stimulated condition (compared to 
non-stimulated PMA condition), in favor of an absence of NOX induction in KG1. This result 
is concordant with the absence of p22phox, a NOX2 component, in KG1 observed by flow 
cytometer (data not shown).  
In HEL cells, no statistical difference in cell growth was observed at H4 and at H24 
(respectively p=0.51 and p=0.13; figure 4A). Nevertheless, we observed a significant dose-
dependent increase of apoptosis at H24 (p=0.04) (figure 4B). At H24, we noticed an apparent 
trend of dose-dependent increase in ROS in global population and in non-apoptotic population 
(respectively p=0.08 and p=0.08) (figure 4C). No increase in ROS emission was observed in 
PMA stimulated condition, in favor of an unfunctional NOX (figure 4D).  
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 In K562 cells, no statistical difference in cell growth was observed at H4 and at H24 
(respectively p=0.676 and p= 0.6) (figure 5A). Similarly, no statistical difference in apoptosis 
was shown at H4 nor at H24 (respectively p=0.24 and p=0.36, figure 5B). S100A8 alone did 
not induce a significant variation of ROS emission at H4 and H24 (respectively p=0.26 and 
p=0.24), but in presence of PMA, a significant dose-relative increase of ROS production was 
observed in the global population and in the non-apoptotic population at H4 (respectively 
p=0.029 and p=0.029, figure 5C). We confirmed that non-apoptotic K562 cells presented the 
availability to be modulated by PMA alone (figure 5D). Moreover, differential ROS emission 
(MFI with PMA> MFI without PMA) was higher when cells were pre-incubated 24H with 
S100A8 than without S100A8 (p=0.03). These results suggest that, as observed in HL60 cell 
line, extracellular S100A8 can improve the function of NOX.  
 
Impact of S100A8 on mitochondrial respiration 
 
Evaluation of mitochondrial respiration, performed using Seahorse technology, allow 
us to measure several parameters link to mitochondrial respiration (see material and method). 
Figure 6 shows mitochondrial respiration profiles for each cell line and Figure 7 an overview 
gathering all cell lines in the same figure. One first result of this analysis is that there are very 
significant different respiratory profiles between cell lines. On one hand, HL60 (figure 6A), 
HEL (Figure 6D) and K562 (Figure 6E) display quite similar profiles, with a significant 
increase in oxygen consumption respiration in response to FCCP, arguing for an intact spare 
capacity. On the other hand, OCI-AML3 (Figure 6B) and KG1 (Figure 6C) display a low spare 
capacity arguing for a defect in mitochondrial function.  
In a second time, we evaluated the impact of S100A8 protein on mitochondrial 
respiration. Two protocols were used: addition of extemporaneous S100A8 followed by an 
immediate measure of OCR profile and incubation of cell lines during 24h with S100A8 
followed by the measure of OCR profile. Thereby, our objectives were to analyze the immediate 
impact of S100A8 and its more “chronic” action.  Results are presented for each cell lines by 
box-plots showing the more significant results of respiratory parameters.  
In HL60 cells, the addition of S100A8 promoted a rapid and significant increase of 
Spare Respiratory Capacity (SRC) in presence of S100A8 (p=0.046), as well as maximal 
respiration (p=0.046) and H+ proton leak (p=0.028, figure 8A). On the contrary, after H24 of 
coculture, S100A8 promoted a decrease of SRC and its % (respectively p=0.016 and p<0.01) 
probably link with the decrease in maximal respiration (p=0.075) (figure 8-B). An increased 
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tendency in ATP production at H24 was observed in presence of S100A8 but it was not 
significant (p=0.075).  
In OCI-AML3 cells, addition of S100A8 induced a rapid decreased non-mitochondrial 
oxygen consumption (p=0.028, figure 9A). Furthermore, SRC and its % showed an increase 
tendency but it was not significant (p=0.075). No difference in basal respiration, maximal 
respiration, proton leak, ATP production was observed (respectively p=0.91, p=0.34, p=0.91, 
p=0.75, p=0.91). After H24 of co-culture, S100A8 led to decrease in NMOC (p=0.015) and in 
proton leak (not significant, p=0.086) and an increase tendency in SRC % (p=0.066, figure9 B). 
 In KG1 cells, mitochondrial respiration showed an unusual response to oligomycin 
characterized by an unstable ATP production with a progressive increase in OCR over time and 
a weak response to FCCP (figure 10A). Those results were concordant with electronic 
microscopy analysis showing fewer mitochondria with thinner cristae diameters in KG1 in 
comparison to the others leukemic cell lines (data from electronic microscopy analysis not 
shown). An acute addition of S100A8 did not to lead to significant difference in mitochondrial 
respiration. Moreover, at H24, SRC was the only mitochondrial markers being boosted by 
S100A8 incubation (non-significant, p=0.051) (figure 10B).   
In HEL cells, mitochondrial respiration data on acute injection of S100A8 were not 
unavailable because of technical bias. Mitochondrial respiration was weak compared to others 
cell lines. Incubation 24h with S100A8 did not modified mitochondrial respiration such as basal 
respiration, maximal respiration, proton leak, spare respiratory capacity (%), ATP production, 
coupling efficiency (respectively p=0.753, p=0.975, p=0.81, p=0.75, p=0.42, p=0.42) (figure 
11A). An increase in non-mitochondrial respiration was the only modification in OCR detected 
with S100A8 but this was not significant (p=0.055) (figure 11B).  
In K562, addition of S100A8 at 50µg/mL promoted a rapid increase in ATP production 
(p=0.045, figure 12A). On the contrary, after H24 of 50µg/ml S100A8 incubation, a significant 
decrease in ATP production was observed (p=0.01, figure12B). No statistical difference in the 
others mitochondrial respiration biomarkers was observed after acute injection or H24 
incubation.  
 
 Comparative analysis of impact of S100A8 on mitochondrial respiration and ROS 
emission between the different cell lines. 
To synthesize different responses of cell line after S100A8 induction, we assigned to 
each cell line a score according to the variation of measured parameters. When we observed a 
significant increase of the parameter a score of 2 was attributed, 0 in case of significant decrease 
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and 1 when no significant variation was observed. These scores were attributed to proliferation, 
apoptosis, ROS production with or without PMA, and the different parameters characterizing 
mitochondria oxygen consumption. Thereby, we were able to represent the profile of each cell 
line on a spider chart (figure 13). This graph shows that differences exist between the 5 cell 
lines emphasizing that AML is associated with metabolic heterogeneity, and that exogenous 
S100A8 did not lead to a unique phenotype. On one hand, in presence of S100A8, HL60 was 
characterized by a significant increase of proliferation concomitant to a decrease of ROS 
production together with an increased SRC and MR. At the opposite, 3 cell lines included OCI-
AML3, KG1 and HEL were characterized by overproduction of ROS in presence of S100A8. 
However, they differed in their proliferative responses since only KG1 showed an increased 
proliferation. K562 was quite different since ROS overproduction due to S100A8 was only 
observed in presence of PMA. Concerning mitochondrial respiration, the most interesting 
results were observed in HL60 which displayed a significant increase of spare capacity 
following culture with exogenous S100A8. In the four-others cell lines, mitochondrial 
respiration was not at all or only very slightly influenced by S100A8 excepted for KG1 in which 
we demonstrated a significant increase of spare respiratory capacity (SRC) after 24h of culture. 
Of note, this increased O2 consumption was associated with an increased proliferation.  
 
Impact of S100A8 on metabolic profiles of acute myeloid leukemia cell lines 
 
Finally, we were interested to see if S100A8 induced modifications of metabolic 
profiles. In this goal using HRMAS-RMN, we measured metabolites production in presence of 
S100A8. The main goals of this method were to study the metabolic characteristics of leukemic 
progenitors, and to search for “metabolic” clusters within leukemic cell lines. Results are 
presented in score plot (relative to the first two components) and as a1D loading plot, the S-line 
(see material and methods: HRMAS data processing).  Firstly, we performed an HRMAS 
analysis of each cell line in normal culture condition without S100A8. Figure 14 showed the 
principal metabolites identified and differentially expressed in the different cell line. For 
example, phosphocholine is increased in KG1 compared to HEL and HL60.  
Secondly, we analyzed the impact of S100A8 on metabolites profiles of each cell lines.  
In HL60, a decrease in myoinositol and phosphocholine was perceived in S100A8 condition 
compared to control (figure 8D). Statistical analysis confirms phosphocholine decreased in 
S100A8 (p=0.01) and a tendency concerning myoinositol (p=0.09). However, no difference 
between S100A8 at 5 and 50µg/ml was observed at H24 (figure 8C). In OCI-AML3, HR MAS 
profiles separate controls from conditions with S100A8 samples at H24 (figure 9C). S-line 
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showed that an increase in myoinositol was linked with S100A8 (figure 9D). In HEL cells, at 
H24, scatter- plot separates control from S100A8 at different concentrations (figure 15A) but 
no difference in metabolic profiles was found at H4. Phosphocholine and GSH were increased 
with S100A8 at 50µg/ml versus control, confirmed by statistical analysis (respectively p=0.002 
and p=0.039, figure 15C). A lactate decrease was detected in response to S100A8 at 5µg/ml at 
H24 (p=0.01, figure 15B) as well as an increase in phosphocholine and myoinositol but those 
results were not significant (respectively p=0.089 and p=0.262).  In K562, controls and cells 
cultured with S100A8 of 5µg/ml or 50µg/ml at H4 nor at H24 did not show significant 
metabolite differences (figure 12C). Unfortunately, HR MAS studies were not done on KG1 
cell lines. 
 
Discussion: 
 
The aim of our study was to evaluate the impact of extracellular S100A8 on proliferative 
and metabolic properties of leukemic cell lines, according to their production of ROS.  S100A8 
in its heterodimeric form with S100A9 promotes either a pro-oxidant effect with an increase of 
apoptosis and autophagy (Ghavami et al. 2010) mostly at high concentration (between 50 and 
100µg/ml) or cell growth via RAGE or TLR4 receptors activation mostly at low concentration 
(Ghavami, Rashedi, et al. 2008) (Deguchi et al. 2016). Thus, we decided to evaluate both 
concentration (5 and 50µg/ml) of S100A8. We have also chosen to use the monomeric 
recombinant S100A8 instead of the dimeric form to better characterize its intrinsic activity that 
could improve our knowledge about its role when secreted in bone marrow environment.  
Firstly, our results also confirm versatile effects of S100A8 on ROS production. We 
characterized at least four profiles of ROS emission/proliferation in presence of the same 
recombinant S100A8. In HL60, ROS production was decreased by S100A8 concomitantly with 
increased cell growth and no apoptotic impact. Our result appears consistent with previous 
reports showing decreased reactive oxygen species (ROS) generation associated with a 
decreased cell death in S100A8/A9-induced cells expressing an abnormal BNIP3, an apoptotic 
member of the Bcl2 protein family  (Ghavami et al. 2010). In human granulocytes, antioxidant 
effect of S100A8 occurs via PAR-2 receptor (Sroussi et al. 2012). Thus, it could be interesting 
to study both PAR-2 receptor and Bcl2 member’s expression in HL-60. If on one hand, S100A8 
seemed to promote an antioxidant activity through the decrease of ROS production, on the other 
hand, our study showed that S100A8 helps to stimulate NADPH oxidase (NOX) in HL60. 
Indeed, we observed that HL60 response to PMA; a NOX stimulator. At steady state, HL60 
displayed a defect of PMA-stimulated ROS which is corrected by incubation of HL60 cells with 
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S100A8. Intracellular S100A8 has been demonstrated to participate to the active conformation 
of NOX2 that requires the association of proteins (p67-phox, p47-phox, p40-phox, and Rac1/2) 
with the membrane cytochrome b558 and p22phox (Claus Kerkhoff et al. 2005). Hence, we can 
hypothesize that S100A8 could be internalized or could promote its own intracellular 
production and thereby, could restore the active NOX2 conformation.  
In the second group included OCI-AML3, a monocytic leukemic cell line carrying 
NPM1 mutation, and HEL, the same concentrations of the same recombinant S100A8 lead to 
an increased ROS production associated with a pro-apoptotic effect. Different mechanisms of 
S100A8 induced cell death have been described : i) apoptosis though activation of Bak 
(Ghavami, Kerkhoff, et al. 2008) or ii) autophagy and apoptotic mechanism though Beclin 1 
increase and BNIP3 translocation to mitochondria (Ghavami et al. 2010). As we also observed 
the apparition of vacuoles on optical microscopy (data not shown), we postulated that the 
second mechanism occurs. Thirdly, KG1, as OCI-AML3 and HEL displayed an increased ROS 
production in presence of S100A8 but associated with an increased proliferation and no pro-
apoptotic effect. This pro-oxidant effect observed in KG1, that seems to be independent of 
apoptosis as observed in Annexin V negative population but could be link to autophagy via 
RAGE (M. Yang et al. 2014) or an unknown mechanism. Finally, K562 cells were characterized 
by a relative autonomous profile since S100A8 did not impact either ROS production nor 
proliferation or apoptosis. K562 is derived from a patient with a secondary AML post CML 
that are well known to extremely aggressive. This autonomous growth could potentially be 
related to this absence of sensitivity to ROS. Nevertheless, our study highlighted that in K562, 
almost like observed in HL60, S100A8 seemed to potentialize the functionality of NOX since 
we could observe a dose-dependent increase of ROS emission in presence of PMA. Even 
though this amplification is not associated with concomitant decrease of proliferation in our 
study, it suggests that stimulation of autocrine production of S100A8 could improve 
chemotherapy protocol acting through ROS mediated lysis of tumoral cells.  Such an autocrine 
pathway has been described by as already been reported (Okada et al. 2015) and PMA, a protein 
kinase C activator, could favored the  release of S100A8 (Tardif et al. 2015). Altogether, these 
data underline that the heterogeneous S100A8 impacts on leukemic cells could probably be link 
to their genetic variability, but also to by the numerous and various  receptors of S100A8 that 
can mediated S100A8 effect : receptor for advanced glycation end products (RAGE), Toll-Like 
Receptor 4 (TLR4), differentiation cluster (CD36), CD11b / CD18 (Mac-1), CD69, MCAM, 
PAR-2  (C. Kerkhoff et al. 2001) (Carle Ryckman, Vandal, et al. 2003) (Atallah et al. 2012) 
(Ruma et al. 2016) (C.-R. Lin et al. 2015) (Sakaguchi 2017)  (Sroussi et al. 2012).  
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S100A8 also disrupts mitochondrial respiration depending on leukemic cell lines. In 
K562 cells, S100A8 at first intensified ATP production until exhaustion after H24 of S100A8 
exposure. Thus, S100A8 promotes a reversible increase in mitochondrial oxidative 
phosphorylation in K562, suggesting its regulation of complex V of the inner mitochondrial 
membrane. An increase in spare respiratory capacity (SRC) was observed in HL60, in KG1 
and almost approached significance in OCI-AML3 without increasing ATP production. 
Nevertheless, this effect was reversible in HL60 which switched in a decrease of SRC after H24 
of S100A8 exposure.  
SRC is markedly increased with S100A8 exposure suggesting boost of the cell 
bioenergetic limit (Nicholls et al., 2010). Hence, our study suggests that S100A8 interacts 
with electron transport chain (ETC) complexes and positively regulates oxidative 
phosphorylation. High-mobility group box 1 (HMGB1), another DAMP implicated in cancer, 
also interacts with ETC complexes I and II and positively regulates oxidative 
phosphorylation via its RAGE binding (Bertheloot et Latz 2017).  In fact, AML cells usually 
showed a low respiratory chain complex activities and a lower spare reserve capacity in the 
respiratory chain (Sriskanthadevan et al. 2015). Our study of exogenous S100A8 on AMLs 
suggests that S100A8 positively regulate mitochondrial respiration thereby, a subset of patients 
might benefit from strategies that target the OXPHOS chain. Additionally, S100A8 is mainly 
coming from immune cells in microenvironment. Altogether, decrypting interactions between 
microenvironment, oncogenic abnormalities and leukemic cells could improve leukemic 
management. 
S100A8 depicts the metabolism heterogeneity of AML. Versatile effects on metabolites 
such as phosphocholine or myoinositol were induced by S100A8. In HL60, S100A8 decreased 
phosphocholine whereas, a dose-dependent increase of phosphocholine was detected in HEL. 
Its increase seems to be linked with ROS emission and apoptosis and vice versa. 
Phosphocholine is a precursor as well as a degradation product of phosphatidylcholine, a major 
phospholipid of eukaryotic bio-membranes. Abnormal choline metabolism has been identified 
in multiple cancers showing an increase of choline kinase alpha expression and activity (Glunde 
et al. 2015) but was rarely described in AML. Low levels of choline, phosphocholine precursor, 
was observed in acute lymphoblastic and myeloid leukemia patients’ serum probably due to the 
excessive intake of choline (Musharraf et al. 2016). However, the link between S100A8 and 
phosphocholine has not been reported yet. Both S100A8 and choline metabolism act on MAPK 
pathway, suggesting that a regulation mechanism could take place (Ghavami, Rashedi, et al. 
2008) (Clem et al. 2011). Furthermore, choline metabolism regulates the Protein Kinase C 
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alpha signaling pathway (Nishizuka 1992), which is required to release S100A8 (Rammes et 
al. 1997). PC expression was also described as a mechanism to downregulate TLR4 
stimulation in infectious models (Fischer 2000) (M. J. Kim et al. 2013). Knowing that S100A8 
is a ligand of TLR4, a similar mechanism could be observed in leukemic cell lines mainly as 
HEL do express TLR4 (personal data). Further experiments should explore the link between 
S100A8 and phosphocholine. 
In conclusion, our study provided original data that allow to decipher mechanisms of 
S100A8 mediated regulation of leukemic progenitors’ behavior. They  demonstrate that 
S100A8 secretion could lead to significant modification of ROS production, 
proliferation/apoptosis, mitochondrial respiration and metabolites profiles of leukemic cells 
depending on the nature of leukemic cells. They suggest that bone marrow environment through 
S100A8 secretion can regulate bioenergetics metabolism of leukemic progenitors and thereby 
interfere with proliferation of leukemic cells.  
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Legends  
 
Figure 1: Impact of S100A8 on HL60 cell growth, ROS emission and apoptosis 
A S100A8 increases cell growth. Bar graph represents mean+-Standard deviation. * means 
p<0.05. 
B No significant difference in % apoptotic population after H24 of S100A8 incubation. 
Abbreviation: NS Non-significant. Bar graph represents mean+-Standard deviation. 
C ROS emission by non-apoptotic population after H4 and H24 of S100A8 incubation. Bar 
graph represents mean+-Standard deviation. * means p<0.05. Abbreviation: MFI Mean of 
Fluorescence intensity. 
D ROS emission in presence of PMA by non-apoptotic population after H4 and H24 of 
S100A8 incubation. Bar graph represents mean+-Standard deviation. * means p<0.05. 
Abbreviation: MFI Mean of Fluorescence intensity. 
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Figure 2: Impact of S100A8 on OCI-AML3 cell growth, ROS emission and apoptosis 
A S100A8 did not impact on cell growth at H4 and H24. Bar graph represents mean+-
Standard deviation. 
B Increased of apoptotic population after H4 and H24 of S100A8 incubation. Abbreviation: 
NS Non-significant. Bar graph represents mean+-Standard deviation. 
C ROS emission by global population after H4 and H24 of S100A8 incubation. Bar graph 
represents mean+-Standard deviation. * means p<0.05. Abbreviation: MFI Mean of 
Fluorescence intensity. 
D ROS emission in presence of PMA by global population after H4 and H24 of S100A8 
incubation. Bar graph represents mean+-Standard deviation. * means p<0.05. Abbreviation: 
MFI Mean of Fluorescence intensity. 
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Figure 3: Impact of S100A8 on KG1 cell growth, ROS emission and apoptosis 
A S100A8 increased cell growth. Bar graph represents mean+-Standard deviation. 
B No significant difference in % apoptotic population after H4 and H24 of S100A8 
incubation. Abbreviation: NS Non-significant. Bar graph represents mean+-Standard 
deviation. 
C Significant dose-dependant ROS emission by non-apoptotic population after H24 
incubation with S100A8 with or without PMA addition. Bar graph represents mean+-Standard 
deviation. * means p<0.05. Abbreviation: MFI Mean of fluorescence intensity. 
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Figure 4: Impact of S100A8 on HEL cell growth, ROS emission and apoptosis 
 
A S100A8 did not significantly impact on cell growth.Bar graph represents mean+-Standard 
deviation. Abbreviation: NS Non-significant. 
B A significant increase of apoptotic population after H24 of S100A8 incubation was 
observed. * means p<0.05. Bar graph represents mean+-Standard deviation. 
C ROS emission by non-apoptotic population after H24 incubation of S100A8. Bar graph 
represents mean+-Standard deviation. Abbreviation: MFI Mean of Fluorescence intensity. 
D ROS emission in presence or not of PMA by non-apoptotic population after H24 incubation 
of S100A8 at 5 and 50µg/ml. Bar graph represents mean+-Standard deviation. Abbreviation: 
MFI Mean of Fluorescence intensity; NS Non-significant. 
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Figure 5: Impact of S100A8 on K562 cell growth, ROS emission and apoptosis 
 
A S100A8 did not significantly impact on cell growth. Bar graph represents mean+-Standard 
deviation. Abbreviation: NS Non-significant. 
B No significant difference in % apoptotic population after H4 and H24 of S100A8 
incubation. Abbreviation: NS Non-significant. Bar graph represents mean+-Standard 
deviation. 
C ROS emission by non-apoptotic population after H4 incubation with S100A8. Bar graph 
represents mean+-Standard deviation. * means p<0.05. Abbreviation: MFI Mean of 
Fluorescence intensity. 
D ROS emission by non-apoptotic population showed an increase with PMA. 
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Figure 6 Profiles of mitochondrial respiration without S100A8 addition observed 
respectively in HL60 (A), OCI-AML3 (B), KG1 (C), HEL(D), K562 (E). OCR (Oxygen 
Consumption Rate) was measure at basal statement and after addition of oligomycine, 
complex V inhibitor, FCCP, an uncoupling component, and Antimycin A /Rotenone, 
respectively complexe III and I inhibitors.  
  
 135 
 
 
 
Figure 7 Profiles of mitochondrial respiration observed respectively in HL60, OCI-AML3 , 
KG1, HEL, K562 without S100A8 addition. 
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Figure 8: Impact of S100A8 on HL60 mitochondrial respiration and metabolism 
 
A Mitochondrial respiration after S100A8 acute injection. Legends: S100A8 condition in 
grey/ control in white. Abbreviation: MR Maximal respiration, H+ leak, Proton Leak; ATP P 
ATP Production, SRC Spare respiration capacity; SRC % Spare respiration capacity 
percentage, CE Coupling efficiency; NS Non-significant. * means p<0.05. 
B Mitochondrial respiration after H24 of S100A8 incubation. Legends: S100A8 condition in 
grey/ control in white.  Abbreviation: MR Maximal respiration, ATP P ATP Production, SRC 
(%) Spare capacity respiration (percentage); NS Non-significant. * means p<0.05. 
C Scatter plot represented control and S100A8 at different concentrations at H24. 
D S-line with OPLS-DA coefficient representing metabolites differential expression between 
S100A8 (5µg/ml and 50µg/ml) and control. The OPLS-DA coefficient is expressed according 
to a colorful ladder. Abbreviations: MI Myoinositol; PC Phosphocholine. 
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Figure 9: Impact of S100A8 on OCI-AML3 mitochondrial respiration and metabolism 
A Mitochondrial respiration after S100A8 acute injection. Legends: S100A8 condition in 
black/ control in grey; Abbreviation: NMOC Non-Mitochondrial Oxygen Consumption, SRC 
Spare respiration capacity; SRC % Spare respiration capacity percentage, CE Coupling 
efficiency; NS Non-significant. * means p<0.05. 
B Mitochondrial respiration after H24 of S100A8 incubation. Legends: S100A8 condition in 
black/ control in grey.  Abbreviation: NMOC Non-Mitochondrial Oxygen Consumption, SRC 
(%) Spare capacity respiration (percentage); CE Coupling efficiency; NS Non-significant. * 
means p<0.05. 
C Scatter plot represented control and S100A8 at different concentrations at H24. 
D S-line with OPLS-DA coefficient representing metabolites differential expression between 
S100A8 (5µg/ml and 50µg/ml) and control. The OPLS-DA coefficient is expressed according 
to a colorful ladder. Abbreviations: MI Myoinositol. 
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Figure 10: Impact of S100A8 on KG1 mitochondrial respiration  
A Unusual mitochondrial respiration in KG1 with or without S100A8 incubation.  
Abbreviation: OCR Oxygen Consumption Rate, FCCP Carbonyl cyanide-4-
(trifluoromethoxy)phenylhydrazone, AMA/Rot Antimycin A/Rotenone. 
B Mitochondrial respiration after H24 of S100A8 incubation. Legends: S100A8 condition in 
dark grey/ control in white. Abbreviation: NMOC Non-Mitochondrial Oxygen Consumption, 
BR Basal respiration; MR Maximal respiration, H+ leak, Proton Leak; ATP P ATP 
Production, SRC Spare capacity respiration; NS Non-significant. 
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Figure 11: Impact of S100A8 on HEL mitochondrial respiration  
A Mitochondrial respiration after H24 of S100A8 coculture. Legends: S100A8 condition in 
grey/ control in white.  Abbreviation: BR Basal respiration; MR Maximal respiration, H+ 
leak, Proton Leak, ATP P ATP Production, SRC% Spare capacity respiration; CE Coupling 
efficiency; NS Non-significant. 
B A slight increase in non-mitochondrial oxygen consumption was observed. 
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Figure 12: Impact of S100A8 on K562 mitochondrial respiration and metabolism 
A ATP production was increased after acute S100A8 injection at 50µg/mL. Legends: S100A8 
condition in grey/ control in white.   
B Mitochondrial respiration after H24 of S100A8 incubation.  Legends: S100A8 condition in 
grey/ control in white.  ATP production was decreased after acute S100A8 injection at 
50µg/m. Abbreviation: NMOC Non-Mitochondrial Oxygen Consumption, BR Basal 
respiration; MR Maximal respiration, H+ leak, Proton Leak; ATP P ATP Production, SRC% 
Spare capacity respiration; CE Coupling efficiency; NS Non-significant. * means p<0.05. 
C Scatter plot represented control and S100A8 at different concentrations at H24. 
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Figure 13 Spider graph representing profiles in response to S100A8 in the different cell 
lines (HL60 in blue, OCI-AML3 in red, KG1 in green, HEL in purple, K562 in pink) 
according to mitochondrial parameters, apoptosis, proliferation ROS emission and NOX 
induction by PMA. 0 represents a decrease, 2 represent an increase, 1, do not show any 
variation. 
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Figure 14: Metabolic profiles of each cell lines showing principals metabolites (K562 in 
yellow, KG1 in orange, HL60 in green, HEL in pink, OCI-AML3 in blue) 
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Figure 15: Impact of S100A8 on HEL metabolism 
A Scatter plot separating control from S100A8 at different concentrations at H24. 
B S-line with OPLS-DA coefficient representing metabolites differential expression between 
5µg/ml and control. The OPLS-DA coefficient is expressed according to a colorful ladder. 
Abbreviations: PC Phosphocholine; GSH Glutathione. 
C S-line representing metabolites differential expression between 50µg/ml and control. The 
OPLS-DA coefficient is expressed according to a colorful ladder. Abbreviations: MI 
Myoinositol; LAC Lactate; PC Phosphocholine. 
 
Supplementary data 
 
Table 1: Optimized conditions for mitochondrial respiration for each leukemic cell lines  
 
Leukemic 
Cell Lines 
Oligomycin 
FCCP (injection in 2 
times) 
Antimycin 
A/Rotenone  
HL60 1,25 2+0,5 0,5  
KG1 1,5 2,5+0,5 0,5 
K562 1,5 1,5+0,5 0,5  
HEL 1,5 1,5+0,5 0,5  
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Synthèse globale 
 
Les leucémies aiguës myéloblastiques (LAM) sont caractérisées par l’expansion clonale 
de cellule(s) souche(s) leucémique(s) associée à un blocage de l’hématopoïèse normale. La 
génétique a permis d’identifier un grand nombre d’anomalies moléculaires associées aux voies 
de signalisation oncogéniques en cause dans l’initiation et la progression leucémique, et mis en 
place les fondements de la nouvelle classification et des modalités thérapeutiques des LAM. 
Plus récemment, le séquençage de nouvelle génération (NGS) a permis de souligner le rôle 
critique de gènes impliqués dans la régulation épigénétique ou métabolique, amenant à 
reconsidérer le modèle historique de leucémogenèse induite par 2 évènements affectant la 
différenciation et la prolifération, vers un modèle plus complexe intégrant les dérégulations du 
métabolisme bioénergétique. 
 Plusieurs publications ont souligné le rôle dans la leucémogenèse de dérégulations 
métaboliques telles que les déséquilibres de la production de ROS, le rôle de mutations de gènes 
du cycle de Krebs comme le gène codant pour l’isocitrate déshydrogénase (IDH), ou les 
modifications de profils métaboliques induisant des résistances à la chimiothérapie. Ces 
dérégulations du métabolisme font également intervenir le microenvironnement qui s’avère être 
un acteur majeur de régulation de la prolifération des cellules leucémiques. La capacité de 
secréter des petites protéines de régulation du stress oxydatif ou de la réaction inflammatoire, 
le transfert de mitochondries à partir des cellules stromales vers les cellules leucémiques sont 
autant d’arguments en faveur du rôle du microenvironnement dans ces désordres métaboliques 
associés au LAM. Ainsi, les cellules leucémiques vont se développer dans un écosystème qui 
leur fournira l’ensemble des éléments nécessaires à leur prolifération et leur survie au détriment 
des cellules normales. Le pronostic des patients résulte donc, au-delà des propriétés intrinsèques 
des cellules leucémiques, des modifications de cet écosystème dans lequel les cellules 
tumorales se développent.   
Dans ce contexte, les objectifs de cette thèse étaient d’étudier d’une part, in vivo au 
diagnostic, dans une cohorte de patients atteints de LAM de novo des marqueurs de l’équilibre 
redox, intégrant la fonction mitochondriale et les systèmes anti-oxydants, et le niveau de 
production d’une protéine de l’inflammasome (la protéine S100A8), afin d’évaluer leurs 
corrélations avec le statut clinico-biologique des patients et leurs intérêts pronostiques. D’autre 
part, afin d’approfondir notre connaissance des mécanismes d’action de la protéine S100A8, 
nous avons caractérisé in vitro sur des modèles expérimentaux de lignées leucémiques, l’impact 
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de l’apport exogène de la protéine S100A8 sur la production de ROS, la respiration 
mitochondriale et le profil métabolique des blastes. 
La première partie de mon travail a donc étudié, sur une cohorte de patients atteints de 
LAM, le niveau d’émission de ROS au diagnostic par les cellules leucémiques, ainsi que celui 
des cellules normales de l’hématopoïèse résiduelle afin de quantifier les variations de l’équilibre 
redox autant dans les cellules leucémiques que dans le microenvironnement. L’équilibre redox 
résultant d’un ensemble de facteurs pro et antioxydants hautement réactifs, nous avons 
également étudié le profil d’expression des ROS en présence de modulateurs ainsi que 
l’expression des systèmes antioxydants (Superoxyde Dismutase(SOD), Glutathion-
peroxydases (GPX), glutathion, thiols…). Ces données ont été corrélées avec les données 
biologiques et cliniques (rémission complète, rechute, survie globale). Dans cette étude 
prospective, 84 patients atteints de LAM de novo hors LAM3 ont été inclus au diagnostic et 
comparés à des témoins sains. Nos résultats montrent que le niveau de ROS émis par les cellules 
leucémiques en présence de modulateurs de ROS (Antimycine A/Roténone, PMA…) permet 
d’évaluer l’état fonctionnel redox et est un meilleur marqueur de l’hétérogénéité des LAM que 
le niveau de ROS émis à l’état basal. Par ailleurs, nous avons prouvé que la dérégulation des 
ROS affecte, non seulement les cellules blastiques, mais également les cellules normales de 
l’environnement leucémique. Les systèmes antioxydants sont également perturbés dans les 
LAM avec notamment une diminution de la SOD, du glutathion total, une augmentation de la 
GPX. En outre, les systèmes antioxydants présentent des dérégulations associées au statut 
moléculaire avec moins de marqueurs du stress oxydatif dans des LAM de bon pronostic 
comme les t(8 ;21) ou inversement, des thiols bas dans les LAM avec duplication de FLT3-
ITD. L’analyse multivariée de ces marqueurs nous a permis d’évaluer leur impact sur le 
pronostic des patients. Nous avons ainsi montré que l’élévation du ratio glutathion réduit/oxydé 
ainsi que de la GPX érythrocytaire était associée à une augmentation de la survie globale 
indépendamment de la cytogénétique, du taux de leucocytes et de l’âge des patients. Dans la 
sous-population avec mutation FLT3-ITD, la diminution des thiols, marqueur du stress 
oxydatif, est associée à une augmentation de la fréquence des rechutes en analyse multivariée. 
Par ailleurs, la réponse ROS aux modulateurs de la mitochondrie et de la NADPH oxydase 
impacte également la survie en analyse multivariée : son augmentation en présence 
d’Antimycine A/Roténone étant associée à un meilleur pronostic. Ces résultats évaluent 
indirectement la fonctionnalité mitochondriale et la dépendance métabolique à la 
phosphorylation oxydative, qui semble jouer un rôle important dans le pronostic des patients. 
En effet, les cellules leucémiques, qui n’émettent pas ou que peu de ROS en présence de 
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modulateurs de la mitochondrie (Antimycine A/Roténone), présentent un défaut fonctionnel de 
leurs mitochondries, qui entraine probablement un défaut d’apoptose et une résistance 
thérapeutique responsable d’une diminution de la survie observée. L’ensemble de ses résultats 
obtenus, sur une cohorte prospective de patients atteints de LAM au diagnostic, met en évidence 
que les dérégulations de l’équilibre redox touchent à la fois les cellules leucémiques, les 
effecteurs anti-oxydants, ainsi que les cellules de l’environnement leucémique. Ils montrent que 
l’interaction entre ces différents acteurs crée un écosystème particulier dans lequel les cellules 
leucémiques prolifèrent, écosystème qui influence directement le pronostic des patients atteints 
de LAM au diagnostic. 
La deuxième partie de mon travail avait pour objectif de quantifier in vivo chez des 
patients atteints de LAM au diagnostic, l’expression de la protéine S100A8, une protéine de 
l’inflammasome connue pour moduler l’émission des ROS, au niveau du microenvironnement 
médullaire. Cette étude s’appuyait notamment sur des résultats précédemment obtenus par notre 
équipe qui, à travers une analyse protéomique sur des cellules blastiques de patients atteints de 
LAM, avait montré que la dérégulation de l’expression de la S100A8 dans les blastes était 
associée à un mauvais pronostic. Des travaux récents ont montré sa présence dans le 
microenvironnement, ainsi que sa capacité à interagir avec les cellules leucémiques en 
modulant leur différenciation. D’autres résultats particulièrement intéressants publiés 
récemment sur le rôle de la S100A9 (partenaire de la S100A8) dans l’évolution des clones 
leucémiques de patients atteints de syndromes myélodysplasiques, sont venus récemment 
renforcer les arguments en faveur du rôle oncogénique de ces protéines S100, et donc l’intérêt 
de notre travail.  Nous avons donc mesuré les taux de S100A8 sur 71 plasmas médullaires, 
incluant 50 LAM de novo, 12 NMP, 7 SMD et 9 témoins, et analysé le lien entre cette sécrétion 
dans les LAM, le statut clinico-biologique et leur pronostic des patients. Nos résultats montrent 
que les patients atteints de LAM présentent des taux significativement plus élevés que les autres 
hémopathies (SMD, NMP) et les témoins. Cette sécrétion de S100A8 est étroitement corrélée 
avec le pourcentage de monocytes, mais n’est pas corrélée ni avec les précurseurs granuleux, 
ni avec les cellules blastiques. De plus, la concentration en S100A8 médullaire est hautement 
corrélée avec les sous-groupes LAM 4 et 5 (leucémie myélomonocytaire et leucémie 
monoblastique) de la classification FAB, présentant par définition des contingents 
monocytaires. Par ailleurs, l’expression de la protéine S100A8 dans le microenvironnement 
médullaire est plus élevée chez les patients présentant des anomalies moléculaires de bon 
pronostic telles que les inv(16) ou les mutations NPM1. Chez les patients FLT3-ITD mutés, 
l’hyperexpression de S100A8 dans la moelle osseuse est associée à une augmentation 
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significative de la survie globale. Ainsi, notre étude confirme l’existence d’une sécrétion 
médullaire de S100A8, d’origine monocytaire en lien avec le statut moléculaire des patients et 
qui contribue à leur pronostic. Ils soulignent, d’autre part, que l’activité de la protéine S100A8 
extracellulaire se différencie de son activité intracellulaire, et que la réaction inflammatoire 
intra-médullaire participe au pronostic des patients.  
La dernière partie de mon travail avait pour objectif de caractériser l’impact de la 
S100A8 sur la prolifération de progéniteurs leucémiques (issus de lignées), sur leur production 
d’espèces réactives de l’oxygène, sur la respiration mitochondriale ainsi que sur leur profil 
métabolomique.  Cinq lignées leucémiques ont été cultivées en présence ou non de S100A8 à 
2 concentrations. Nos résultats ont permis de montrer une variabilité de la réponse à la S100A8 
bien illustrée par la figure 13 de l’article « Extracellular role of S100A8 protein on proliferation 
and bio-energetic metabolism of leukemia cell line models ». La protéine S100A8 
extracellulaire agit sur la prolifération, l’apoptose, la production de ROS ainsi que sur la 
régulation du complexe NADPH oxydase sur certaines lignées alors que d’autres y sont 
quasiment insensibles. Par ailleurs, dans plusieurs lignées, la S100A8 exogène augmente la 
flexibilité mitochondriale visant à répondre à des besoins augmentés en énergie. Pour finir, nous 
avons observé sur trois des lignées une variation métabolomique impliquant la phosphocholine 
en rapport avec les mécanismes de prolifération et d’apoptose. Des dérégulations du 
métabolisme de la choline ont été identifiées dans les cancers mais la description des liens 
existants entre la protéine S100A8 et la phosphocholine reste à explorer. L’hétérogénéité des 
effets de la S100A8 observée semble être rattachée à la diversité génétique des lignées 
leucémiques ainsi qu’à la présence à leur surface des différents récepteurs interagissant avec 
elle. Au final, ces résultats montrent la multiplicité des effets de la S100A8 sur des cellules 
leucémiques, probablement en lien avec leurs propriétés endogènes (dont leur statut génétique). 
En conclusion, ce travail apporte des éléments originaux sur les particularités de 
l’équilibre bio-énergétique dans les LAM et leurs impacts sur le pronostic des patients. Il 
souligne, comme nous avons pu l’observer dans nos 2 études cliniques, que l’agressivité 
tumorale résulte d’un ensemble de facteurs métaboliques qui interagissent entre eux. C’est donc 
l’appréhension de l’ensemble de ces facteurs dans des modèles intégratifs qui permettra de 
mieux connaitre les facteurs critiques pour la prolifération des cellules leucémiques, et donc 
d’identifier les cibles métaboliques susceptibles d’améliorer la sensibilité thérapeutique des 
LAM. 
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Impacts cliniques et physiopathologiques de l’équilibre redox et 
de la protéine S100A8 extracellulaire dans les leucémies aiguës 
myéloïdes de novo de l’adulte (hors LAM3) 
Résumé 
 Les leucémies aigues myéloïdes (LAM) sont caractérisées par une expansion clonale de cellule(s) 
souche(s) leucémique(s) bloquée à un stade précoce de maturation. Malgré les avancées thérapeutiques, leur 
pronostic reste sombre et des progrès thérapeutiques doivent encore être réalisés. Dans les LAM, les espèces 
réactives de l’oxygène (ROS) sont considérées comme, d’une part, participant à la leucémogenèse et, d’autre part, 
comme hautement impliquées dans la sensibilité aux chimiothérapies conventionnelles. Par ailleurs, l’équilibre 
redox qui participe aux dérégulations métaboliques associées au processus leucémique, dépend de nombreux 
régulateurs, dont la protéine S100A8, protéine connue pour son action stimulatrice sur la NADPH oxydase et sa 
valeur pronostique dans les LAM. 
Ce travail s’est donc intéressé à la caractérisation des désordres oxydatifs dans les LAM afin d’évaluer 
leur impact clinico-biologique, et d’autre part au rôle de la sécrétion de la S100A8 dans le microenvironnement 
médullaire. De plus, à partir de lignées leucémiques, nous avons étudié l’impact de la S100A8 exogène sur la 
production de ROS, la respiration mitochondriale et le métabolome des cellules blastiques. 
 A partir d’une cohorte de 84 patients atteints de LAM de novo au diagnostic, nous avons mis en évidence 
des désordres de l’équilibre redox à la fois dans les cellules leucémiques, dans les cellules normales de 
l’environnement médullaire ainsi que sur les systèmes régulateurs antioxydants (SOD, GPX, glutathion…). De 
plus, nous avons montré que la production des ROS observée en réponse à des modulateurs de la mitochondrie, 
qui reflète indirectement la fonctionnalité mitochondriale, joue un rôle pronostique indépendant des facteurs 
pronostiques habituels. L’analyse de la S100A8 dans les plasmas médullaires montre une expression augmentée 
dans les LAM, d’origine monocytaire majoritairement et est associée à des anomalies moléculaires de bon 
pronostic (inv(16), NPM1) ou un sous-groupe de patients FLT3-ITD mutés présentant une meilleure survie. Enfin, 
l’étude de la S100A8 sur les lignées leucémiques a permis de mettre en évidence la diversité de ses effets sur la 
croissance cellulaire, l’apoptose, la production de ROS ainsi qu’une variation métabolique de la phosphocholine 
dont les mécanismes restent à explorer.  
En conclusion, mon travail apporte des éléments originaux sur les particularités de l’équilibre bio-
énergétique dans les LAM. Il souligne, que l’impact de ses dérégulations sur le pronostic des patients résulte de la 
combinaison d’un ensemble de facteurs métaboliques, qui doivent être appréhender dans leur globalité pour une 
meilleure efficacité thérapeutique. 
Abstract 
Acute myeloid leukemia (AML) is characterized by clonal expansion of leukemic(s) cell(s) blocked at an 
early stage of maturation. Despite therapeutic advances, their prognosis remains poor and therapeutic 
improvements are needed. In AML, reactive oxygen species (ROS) are considered to contribute to leukemogenesis 
and, on the opposite, standard chemotherapies exert cytotoxicity via ROS. In addition, the redox balance acts on 
metabolic dysregulation in AML and depends on many regulators, such as S100A8 protein, associated with worst 
prognostic in AML and known to stimulate NADPH oxidase.  
In this context, this work focuses on oxidative disorders, and S100A8 expression in bone marrow 
microenvironment according to clinical-biological characteristics and evaluate their prognostic impact in AML. In 
addition, we investigated the impact of exogenous S100A8 on ROS production, mitochondrial respiration, and 
metabolism in leukemia cell lines. 
In a cohort of 84 de novo AML at diagnosis, we demonstrate the existence of redox balance disorders on 
leukemic cells, on normal cells from bone marrow microenvironment, and on antioxidant systems (SOD, GPX, 
glutathione ...). In addition, ROS production observed in response to mitochondrial modulators indirectly reflects 
mitochondrial functionality plays a prognostic role independent of the current prognostic factors. The analysis of 
S100A8 in bone marrow plasmas shows a higher expression in AML than in healthy controls or other 
hematological neoplasms. This hyperexpression is predominantly of monocytic origin and is associated with 
molecular abnormalities of good prognosis such as (inv (16), NPM1) or with a subgroup of mutated FLT3-ITD 
patients with better survival. Finally, the study of S100A8 on leukemia cell lines highlights its heterogeneous effect 
on cell growth, apoptosis, ROS production and on NOX regulation. Furthermore, we observe a S100A8-
phosphocholine change which remains to be explored.  
In conclusion, this work provides original information on bio-energetic balance in AML and their 
prognostic impacts, emphasizing that these metabolic alterations impact AML prognosis through complex 
interactions. 
 
